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Resumen

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una
enfermedad causada por Trypanosoma cruzi, un protozoo intracelular
obligado en el hospedador mamifero y con un ciclo de vida donde interviene
un insecto hematdéfago vector y el hospedador mamifero. Esta enfermedad se
caracteriza por presentar una fase aguda y una fase crénica, con variaciones
en la sintomatologia y la patologia entre los individuos infectados. El proceso
patogénico en la enfermedad de Chagas es complejo y multifactorial e
involucra la participacion de respuestas conjuntas y a veces sinérgicas, tanto
del parasito como de la célula hospedadora, entre las que se involucran las
vesiculas extracelulares o exovesiculas (VEs).

Hasta la fecha existen publicaciones que demuestran la participacion
de las VEs de T. cruzi en la comunicacion intercelular, la patogénesis de la
enfermedad y la evasion de la respuesta inmune y se ha comprobado su papel
en el incremento de parasitacion celular y en la adhesion e invasion del
parasito en las células hospedadoras. Sin embargo, existe muy poca
informacion sobre la forma en la que las VEs del parasito condicionan la
fisiologia celular para permitir y favorecer la entrada del parasito a la célula y
permitir su sobrevivencia y multiplicacion intracelular o las alteraciones que
desencadenan las diferentes patologias de la enfermedad de Chagas.

En esta Tesis Doctoral se ha realizado el aislamiento mediante
centrifugacion diferencial de las VEs a partir de cultivos de tripomastigotes de
T. cruzi de la cepa Pan4, caracterizdndose dichas exovesiculas mediante
diferentes técnicas como microscopia electronica, “nanoparticle tracking
analysis” y “dynamic light scattering”. Se ha analizado la interaccion de
dichas VEs con los cultivos celulares para evidenciar el incremento en los
porcentajes de parasitacion generado por estas vesiculas, comprobandose que
el efecto sobre las células es especifico para el parasito y que dichos efectos

son temporales en las células con las que interaccionan.
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Por otra parte, se ha estudiado el papel de las exovesiculas de T. cruzi
Pan4 en diferentes procesos celulares como la induccion de una
permeabilizacion celular, la induccion de la movilizacion intracelular de
calcio, la generacion de cambios en el citoesqueleto celular, su efecto sobre el
ciclo celular y sobre la apoptosis. Dado que se observaron cambios en estos
procesos celulares, se evalud de manera general la participacion de las
proteinas Rho GTPasas y el efecto que las vesiculas ejercen sobre dichas
proteinas. Ademas, se han determinado las propiedades nanomecanicas de
dichas VEs, comparandolas con las propiedades de los inmunocomplejos
formados in vitro de estas vesiculas con IgGs anti-T. cruzi, estudios llevados a
cabo mediante microscopia de fuerza atomica. De igual manera, se ha
pretendido investigar la biodistribucion de las VEs y de los inmunocomplejos
que forman, tras su inoculacion y seguimiento por IVIS en un modelo animal.
Por ultimo, se ha llevado a cabo un estudio comparativo del proteoma de las
VEs procedentes de los tripomastigotes y epimastigotes de la cepa Pan4 de T.
cruzi, con el fin de analizar el “cargo” de proteinas de las VEs de cada fase
del parasito.

De los resultados obtenidos de la presente Tesis Doctoral se
desprende que la incubacion de las células con las VEs de las formas
tripomastigotas infectivas de una cepa DTU I de 7. cruzi produjo cambios
importantes en las células, entre los que destacan el cambio en la
permeabilidad celular, el incremento de los niveles de calcio intracelular que
altera la dindmica del citoesqueleto celular y el ciclo celular. Ademas, las VEs
del parasito fueron capaces de generar un efecto “protector” frente a la
apotosis celular, ya que se obtuvieron valores mas bajos de apoptosis
temprana y tardia en aquellas células incubadas con estas vesiculas. Ademas,
disminuyeron los niveles de expresion de los genes RhoA, Racl y Cdc42
cuando las células fueron incubadas con las VEs del parasito.

Los analisis mediante microscopia de fuerza atémica revelaron
detalles de la estructura de las VEs y de los inmunocomplejos, asi como

diferencias en propiedades mecénicas como la adhesion, rigidez y modulo de



Young. En el caso de la biodistribucion, cabe resaltar la presencia de las VEs
al cabo del tiempo en 6rganos como el higado y el bazo, mientras que cuando
se usaron los inmunocomplejos formados por estas VEs se pudieron localizar
también en el tracto digestivo. Por ultimo, la comparacion del proteoma entre
las VEs de tripomastigotes y epimastigotes reveld la presencia de una mayor
cantidad de proteinas en las VEs de las formas tripomastigotes infectivas, asi
como una cantidad significativamente mayor de las enzimas pertenecientes a
la familia de las frams-sialidasas, proteinas claves durante el proceso de

invasion del parasito.
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Introduccion

1. Introduccion

1.1. La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una
enfermedad causada por Trypanosoma cruzi, un protozoo intracelular
obligado (Mott et al., 2010) con un ciclo de vida complejo, donde se
involucran hospedadores invertebrados y vertebrados mamiferos. La
enfermedad en los humanos se caracteriza por presentar una fase aguda y una
fase cronica, con variaciones sintomatologicas y patologicas diferentes entre
los individuos infectados (Wyllie & Ramirez, 2017).

Mas de 100 afios después del descubrimiento del parasito por el
médico e investigador Carlos Chagas (Chagas, 1909a, 1909b), Ia
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera la tripanosomiasis
americana como una de las enfermedades infecciosas “olvidadas” mas
importantes (Lannes Vieira et al., 2010), dado que ha presentado una
“globalizacion” a nivel mundial de los casos diagnosticados, expandiéndose
como consecuencia de los procesos migratorios a zonas no endémicas (Hotez
etal., 2012).

A continuacién, se describen los aspectos mas relevantes de la
enfermedad de Chagas, asi como de su agente causal, el parasito

Trypanosoma cruzi.

1.1.1. Epidemiologia
La enfermedad de Chagas es una enfermedad endémica del continente
americano. A nivel mundial, se estima que existen aproximadamente §
millones de personas infectadas con el parésito (World Health Organization
WHO, 2017), donde cada afio aparecen unos trescientos mil casos nuevos con
unos 15000 fallecimientos por causa directa o indirecta de esta enfermedad

(World Health Organization WHO, 2017).
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Se considera que los insectos vectores diseminaron 7. cruzi entre
animales salvajes de América Central y América del Sur durante millones de
afios, antes de que la enfermedad se manifestara en animales domésticos y en
los seres humanos, hace mas de 9000 afios (Aufderheide et al., 2004; Bonney,
2014). La urbanizacion de las poblaciones rurales, junto con la migracion de
individuos infectados a areas de bajo riesgo de transmision vectorial, ha
extendido la enfermedad a las ciudades (Bonney, 2014). Aun asi, la
enfermedad permanece con una alta endemicidad en zonas rurales pobres
(Figura 1.1.1.1) (Bonney, 2014). Desde finales de los afios 90, la OMS y OPS
han reconocido la enfermedad como una enfermedad olvidada, ya que afecta
principalmente a poblaciones de bajos ingresos poco visible para la sociedad,
siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en los paises
endémicos, muchos de ellos en vias de desarrollo, lo que ha hecho que
historicamente se tome poco en cuenta dentro de los programas de promocion
de la salud de los gobiernos y organizaciones publicas de dichos paises

endémicos (Bonney, 2014).

Figura 1.1.1.1. Ecotopo doméstico (a), peridoméstico (b) y ambiente donde se desarrolla el
contacto humano con el ciclo selvatico de transmision de 7. cruzi (c) (Salvatella &
Schofield, 2003; Naquira, 2014; Chedid et al., 2015).

La enfermedad de Chagas es una enfermedad endémica desde el norte
de México, América Central y América del Sur. Sin embargo, se extiende
desde el sur de los Estados Unidos hasta abarcar un total de 22 paises en el
continente americano (Neves Santos et al., 2016) (Figura 1.1.1.2.). En

Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Ecuador, Paraguay, Pert, Uruguay y
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Venezuela, la enfermedad de Chagas se caracteriza por la presencia de ciclos
domésticos, peridomésticos y selvaticos con zonas de alta prevalencia de
infecciones en humanos y la presencia de miocardiopatia y anormalidades
digestivas en los casos cronicos de la enfermedad (Coura & Vinas, 2010). No
obstante, en estos paises desde hace aproximadamente veinte afios han
existido programas de control vectorial y de transmision transfusional bien
establecidos, con una cobertura del 100% de los bancos de sangre (excepto en
el caso de Bolivia) (Coura & Viias, 2010). En otros paises como Colombia,
Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panama
se presenta el mismo ciclo epidemioldgico pero la manifestacion clinica de la
fase cronica se corresponde con una cardiopatia, sin manifestaciones
digestivas diagnosticadas (Coura & Vifias, 2010). En estos paises también se
cuenta con controles vectoriales y transfusionales establecidos mas
recientemente (Coura & Vidas, 2010). Finalmente, en Belice, Guyana
Francesa, Surinam, México y el sur de los Estados Unidos predomina el ciclo
selvatico de transmision pero la informacién sobre las manifestaciones
clinicas son muy limitadas y el control vectorial y transfusional estd en una
etapa muy incipiente (Coura & Vifas, 2010).

Durante las ultimas tres décadas, la enfermedad se ha diagnosticado
con mas frecuencia en América del Norte (los Estados Unidos y Canada), y en
muchos paises europeos (principalmente Bélgica, Espafia, Francia, Italia, el
Reino Unido y Suiza, y en menor grado Alemania, Austria, Croacia,
Dinamarca, Holanda, Luxemburgo, Noruega, Portugal, Rumania y Suecia),
del pacifico occidental (particularmente Japon y Australia) (Figura 1.1.1.2),
debido a las migraciones poblacionales desde América Latina (Schmunis &

Yadon, 2010; World Health Organization WHO, 2016).
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Global distribution of cases of chagas disease, based on official estimates, 2006-2010
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Figura 1.1.1.2. Distribucién global de los casos de enfermedad de Chagas entre los afios

2006 y 2010 (Perez et al., 2015).

Como se ha comentado, la presencia de la enfermedad fuera de
América Latina se debe principalmente a los movimientos poblacionales
debido a la migracion, aunque se han detectado casos en viajeros que regresan
infectados desde los paises latinoamericanos y en nifios adoptados (World
Health Organization WHO, 2017). Con menor frecuencia, las infecciones en
estos paises se deben—a transfusiones sanguineas, transmision vertical (o
congénita) y al trasplante de organos (World Health Organization WHO,
2016). En la Figura 1.1.1.3 se presenta un mapa con las rutas de migracion de
la poblacion desde América Latina, donde se indica la estimacion del nimero
total de personas infectadas en paises no endémicos, mas de 300000 personas
infectadas con 7. cruzi en Estados Unidos, mas de 5500 personas infectadas
en Canada, mas de 80000 personas infectadas en Europa y la region pacifico
occidental, mas de 3000 personas infectadas en Japon y mas de 1500 personas
infectadas en Australia, si bien dichas cifras no se corresponden con los casos
detectados por las autoridades sanitarias de los paises no endémicos,

receptores de la migracion (Coura & Vidas, 2010).
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Figura 1.1.1.3. Rutas de migraciéon desde América Latina y estimaciéon del niimero total

de personas infectadas con 7. cruzi en paises no endémicos (Schmunis & Yadon, 2010).

En Europa, se estima que hay mas de 100000 personas con la
enfermedad de Chagas (Gascon et al., 2010) y que, excepto por parte de
Espafia, la mayoria de paises del continente no invierten mucho esfuerzo ni
recursos en esta enfermedad, siendo considerada como una enfermedad
“exotica” (Gascon et al., 2010). La mayoria de casos se presentan en Espafia,
Italia, Francia y Alemania; aun asi, solamente Espafia, Francia y el Reino
Unido han implementado un programa de analisis obligatorio en los donantes
de sangre que provienen de zonas endémicas y en Italia se excluyen
directamente de la donacidon aquellas personas provenientes de zonas
endémicas (Gascon et al., 2010). La mayoria de migrantes latinoamericanos
infectados en Europa provienen de Brasil, Ecuador, Colombia, Argentina,

Perti y Bolivia (Gascon et al., 2010).

1.1.2. El agente causal: Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi es el protozoo parasito responsable de la
enfermedad de Chagas. Este parasito pertenece al orden Kinetoplastida, el
cual recibe su nombre debido a la presencia de una estructura
submicroscopica, correspondiente a una zona de la mitocondria conocida

como kinetoplasto, presente en todas las familias de este orden. Una
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descripcion de las caracteristicas generales, asi como el ciclo de vida y el

proceso de invasion celular de este parasito se detallan a continuacion.

1.1.2.1. Caracteristicas generales

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado, parasito intracelular
obligatorio en los hospedadores vertebrados. Su ciclo de vida fue descrito a
principios del siglo XX por el médico brasilefio Carlos Chagas, el cual,
mientras realizaba estudios epidemiologicos con malaria, sospeché que los
insectos triatominos que infestaban las viviendas de las zonas rurales debian
ser capaces de transmitir alguna enfermedad (Walker et al., 2014). Después de
realizar la diseccion de triatominos de la familia Reduviidae, encontré unas
formas moviles flageladas en el tracto intestinal y determind que estas formas
eran infectantes para los mamiferos al realizar infecciones animales
experimentales y observar en su sangre la presencia de flagelados (Walker et
al., 2014). Posteriormente, fue capaz de encontrar el mismo parasito en la
sangre y tejidos de pacientes infectados (Walker et al., 2014).

La clasificacion taxonoémica de 7. cruzi es la siguiente: reino Protista,
filo Sarcomastigophora, clase Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma. La caracteristica principal de los
organismos del orden Kinetoplastida es la presencia de una estructura celular
conocida como kinetoplasto; de hecho, la ubicacién de dicha estructura es

empleada para diferenciar entre las distintas fases del parasito.

1.1.2.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. cruzi es un ciclo complejo que se desarrolla en
dos tipos de hospedadores, uno invertebrado (insectos de la familia
Reduviidae) y uno vertebrado (mamiferos). Durante este ciclo de vida se
producen procesos de diferenciacion y division del parasito dentro de ambos
hospedadores, encontrandose cuatro fases principales: los epimastigotes
(formas de multiplicacion en el intestino de los insectos), tripomastigotes

metaciclicos (formas infectantes que se encuentran en el recto e intestino
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posterior de los insectos infectados), los amastigotes (formas de
multiplicacion intracelular en el hospedador mamifero ) y tripomastigotes
sanguineos en el hospedador vertebrado.

El ciclo de vida del parasito se inicia cuando insectos de la familia
Reduviidae se alimentan de la sangre de un hospedador vertebrado que
contiene las formas de tripomastigote circulantes en sangre (tripomastigotes
sanguineos). Una vez ingeridos por el insecto, la mayoria de las formas van a
ser lisadas en el proventriculo (Castro et al., 2007), mientras que los que
sobreviven se van a transformar en el intestino anterior en formas esféricas
(esferomastigotes) o en epimastigotes (de Souza et al, 2010). Los
epimastigotes van a migrar al intestino, donde se van a multiplicar
activamente por fisién binaria longitudinal en el intestino medio, y se van a
adherir a las membranas perimicrovilares secretadas por las células del
intestino posterior (Alves et al., 2007). Esta adhesion, en la que participan
proteinas de las membranas y los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) del
parasito (Alves et al., 2007), parece ser un proceso importante para la
transformacion de los epimastigotes en los tripomastigotes metaciclicos (de
Souza et al., 2010), proceso al que se conoce como metaciclogénesis, el cual
esta mediado por la elevacion de los niveles de AMPc (Gonzales Perdomo et
al., 1988) y sucede al soltarse los epimastigotes de la superficie intestinal en la
region mas posterior del intestino y el recto. Los tripomastigotes metaciclicos
se liberan con la orina y las heces del insecto (Garcia et al., 2007) y van a ser
capaces de infectar, con la salida con las heces del insecto, directamente a
cualquier célula nucleada de los hospedadores mamiferos presente en la
mucosa ocular o en la piel lesionada cuando el parasito se esta alimentando
(de Souza et al., 2010). Otros mecanismos de transmision del parasito
incluyen la transfusion sanguinea, transmision transplacentaria o transmision
congénita, mediante el trasplante de organos y por via oral al ingerirse
alimentos o bebidas contaminadas con las heces del insecto (Yoshida, 2009;

de Souza et al., 2010).
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Una vez dentro del hospedador vertebrado, los tripomastigotes van a
invadir las células nucleadas en el lugar de la inoculacion (fibroblastos,
macrofagos y células epiteliales), a través de un complejo mecanismo de
reconocimiento, donde estan implicados diferentes mecanismos moleculares
sobre los que se comentara mas adelante. El ciclo del parasito dentro de las
células de este hospedador incluye varios pasos como la formacion de una
vacuola endocitica conocida como vacuola parasitofora, la diferenciacion de
los tripomastigotes en las formas redondeadas conocidas como amastigotes y
el escape de la vacuola parasitofora mediante mecanismos propios del
parasito, lo que permite que los amastigotes entren en contacto directo con el
citoplasma y se multipliquen mediante fision binaria longitudinal (de Souza et
al., 2010), proceso que se inicia aproximadamente a las 12 horas después de la
infeccion y que puede tardar hasta 72 horas (Tan & Andrews, 2002). Dentro
de la célula y completada la division de los amastigotes, se van a transformar
en tripomastigotes sanguineos que tras la ruptura de la célula hospedadora y
van a llegar al torrente sanguineo para invadir nuevas células e iniciar otro
ciclo de replicacion, ademés de estar disponibles para ser ingeridos por el
insecto vector cuando se alimente de la sangre infectada, continuando asi el

ciclo de vida (Figura 1.1.2.2).
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Stages in insect vector

Stagesiiniverntebratelhost

Figura 1.1.2.2. Ciclo de vida de T. cruzi (Teixeira et al., 2012). 1) El insecto vector se
alimenta de un hospedador vertebrado infectado e ingiere los tripomastigotes (2); 3) los
tripomastigotes se transforman en algunos esferomastigotes y epimastigotes, los ultimos se
replicaran en el intestino medio (4), para luego transformarse en tripomastigotes
metaciclicos en la parte posterior del intestino (5). 6) Cuando el insecto se alimenta de la
sangre del hospedador vertebrado, pasa los tripomastigotes metaciclicos (7) con las heces
al sitio de la picadura y estas formas van a infectar células como los macroéfagos (8), donde
se van a transformar en amastigotes (9), los cuales van a ser liberados de la vacuola
parasitéfora (10) y se multiplicarin en el citoplasma celular (11). Posteriormente, estas
formas se van a transformar en tripomastigotes (12) para salir de la célula (13), aunque
algunas veces los parasitos se liberarian como amastigotes (14). Los tripomastigotes (15a) y

amastigotes (15b) van a infectar nuevas células.

En la naturaleza existen mas de 100 especies de mamiferos
potencialmente reservorios para 7. cruzi, que abarcan desde marsupiales,
murci¢lagos, roedores, armadillos, conegjos, canidos, félidos y primates
(Rodrigues Coura, 2015). Ademas, mas de 140 especies de triatominos,

pertenecientes a 19 géneros y 5 tribus, son reconocidos como vectores del
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parasito (Galvao et al., 2016). Entre los principales géneros se encuentran

Panstrongylus sp., Rhodnius sp. y Triatoma sp.

1.1.2.3. Fases del parasito
Las caracteristicas de las principales fases del parasito son:

e Tripomastigotes (Figura 1.1.2.3.1): existen dos tipos, los
tripomastigotes sanguineos y los metaciclicos, formas incapaces de
multiplicarse. Los tripomastigotes sanguineos muestran formas
alargadas de aproximadamente 12 pm a 20 pm y se observan en la
sangre y otros fluidos corporales (como la linfa o el fluido
cerebroespinal) (Siqueira Batista et al., 2014). Poseen una membrana
ondulante y un flagelo largo que emerge del corpusculo basal
(ubicado cerca del kinetoplasto) y representa aproximadamente un
tercio de la longitud del parasito. El kinetoplasto se ubica en la parte
posterior del parasito, en posicion terminal. Los tripomastigotes
metaciclicos son formas alargadas, mas delgadas, de
aproximadamente 17 um y poseen un kinetoplasto terminal en la
parte posterior. El flagelo es mas corto que el de los tripomastigotes
sanguineos y la membrana ondulante es estrecha. Estas son las formas
infectantes para el hospedador vertebrado, generadas en la parte

posterior del intestino y la ampolla rectal del insecto.

Figura 1.1.2.3.1. Representacion esquematica de los tripomastigotes de 7.
cruzi. Modelos en 2D (A) y 3D (B) (Teixeira et al., 2012). C) Tincién de

Giemsa de tripomastigotes sanguineos de 7. cruzi.
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Amastigotes (Figura 1.1.2.3.2): son formas esféricas, de 3 um a 5 um
de diametro, que se replican por fisiéon binaria longitudinal cada 12
horas, dentro de las células del hospedador vertebrado. No posee
flagelo libre ni membrana ondulante, aunque es posible observar el
cuerpo basal y la base del flagelo. Estas formas se transformaran en
tripomastigotes sanguineos aproximadamente 11-13 horas antes de la
ruptura de la célula. Si se liberan al torrente sanguineo, también son

capaces de infectar nuevas células.

Figura 1.1.2.3.2. Representacion esquematica de los amastigotes de 7. cruzi.
Modelos en 2D (A) y 3D (B) (Teixeira et al., 2012). C) Tincién de Giemsa de

una célula Vero con amastigotes de 7. cruzi.

Epimastigotes (Figura 1.1.2.3.3): son formas alargadas, de 20 pm a 40
pum, que se replican por fision binaria longitudinal en el intestino del
hospedador invertebrado. Presentan una membrana ondulante poco
desarrollada que termina en un flagelo libre y el kinetoplasto se ubica
en posicion anterior al nucleo. Estas formas son capaces de
transformarse en tripomastigotes metaciclicos en el recto del insecto,

formas infectantes para el hospedador vertebrado.

13



Introduccion

=
Figura 1.1.2.3.3. Representacion esquematica de los epimastigotes de 7. cruzi.
Modelos en 2D (A) y 3D (B) (Teixeira et al., 2012). C) Tincién de Giemsa de

epimastigotes de 7. cruzi.

1.1.3. Manifestaciones clinicas de la enfermedad

Cuando un hospedador vertebrado se infecta con 7. cruzi inicia la fase
aguda, después de un periodo de incubacién de aproximadamente 1-2
semanas (Rassi et al., 2010). Esta fase puede durar entre 8-12 semanas y se
caracteriza por la presencia del pardsito en la sangre de los individuos
infectados, asi como la generacion de respuesta inmune (Malik et al., 2015).
La ubicacion de los parasitos en sangre permite evidenciar las formas
tripomastigotas mediante observacion microscopica directa de la muestra, sin
embargo, esta fase es asintomatica en el 95% de los casos (Teixeira et al.,
2006). En algunas ocasiones se forma un granuloma (chagoma) en el sitio de
inoculacion de los parasitos (Rassi et al., 2000), el cual consiste en una papula
eritematosa que se convierte en queratdsica que luego sana, formando una
cicatriz hiperpigmentada (Roberts, 2018). Cuando se inoculan los parasitos en
la conjuntiva, se produce un edema periorbital unilateral extensivo conocido
como el signo de Romaiia (Chagas, 1909b).

La sintomatologia presentada durante la fase aguda es variable e
incluye fiebre, cefalea, malestar general, dolor muscular y de articulaciones,
linfadenopatia generalizada, hepatoesplenomegalia, diarrea y vomitos, edema
facial o generalizado, malestares respiratorios y hasta cianosis, sintomas
considerados inespecificos (Teixeira et al., 2006; Roberts, 2018), por lo que

debe realizarse un diagnostico diferencial con enfermedades como la
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brucelosis, la toxoplasmosis y la fiebre tifoidea, entre otras (Roberts, 2018).
Se estima que durante esta fase menos del 5% de las personas infectadas con
sintomatologia mueren (Teixeira et al., 1978), debido principalmente a
miocarditis 0 meningoencefalitis, con complicaciones como bronconeumonia
(Teixeira et al., 2006). En la mayoria de individuos infectados, esta fase
remite espontaneamente (Roberts, 2018).

El 40-70% de los individuos infectados con 7. cruzi se mantienen
asintomaticos durante toda la vida, fase de la enfermedad que se conoce como
indeterminada (Coura & Borges Pereira, 2010). Aun cuando los niveles de
parasitemia son muy bajos, los pacientes tienen resultados positivos en las
pruebas serologicas de diagnodstico e incluso por PCR (Coura & Borges
Pereira, 2010).

Como ya se ha indicado, aproximadamente dos terceras partes de las
personas infectadas con 7. cruzi no presentan manifestaciones clinicas de la
enfermedad durante la fase crénica. El tercio restante de la poblacion
infectada en esta fase de la enfermedad desarrolla manifestaciones clinicas
que afectan el corazén en el 94.5% de los casos, presentando insuficiencia
cardiaca y arritmias, principalmente (Prata, 1994). La cardiomiopatia
chagasica se considera una condicion debilitante que puede llevar a la muerte
subita de los individuos infectados debido a fibrilacion ventricular o a eventos
tromboembolicos (Rassi et al., 2010) como consecuencia de una inflamacion
focal con células linfo-monunucleares, lo que a su vez genera una destruccion
de las fibras musculares cardiacas y posteriormente, una fibrosis que afecta el
miocardio (Machado et al., 2012). Solo el 4.5% de los enfermos cronicos con
manifestaciones clinicas, presenta los megasindromes del es6fago
(megaesofago) y el colon (megacolon) (Meneghelli et al., 1982), donde las
manifestaciones se deben principalmente a la disperistalsis de ambos 6rganos
causada por la afectacion del plexo mientérico (Rodrigues Coura, 2007).

Los pacientes sintomaticos en la fase cronica de la enfermedad
podrian presentar otro tipo de lesiones que involucran el sistema nervioso

periférico, lo cual explicaria la condicion fisiologica del corazén y los
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megasindromes descritos (Castro et al., 1994). Se ha comprobado que 7. cruzi
es capaz de invadir células de la glia, incluyendo los astrocitos y células de la
microglia, mientras que las neuronas se infectan muy infrecuentemente
(Tanowitz et al., 1982).

En mujeres embarazadas, la infeccion con 7. cruzi podria producir
abortos, partos prematuros y lesiones al feto, aunque la mayoria de recién
nacidos no tienen sintomas o pueden ser inespecificos (Myriam et al., 2005).
En el caso de personas infectadas que se encuentran inmunosuprimidas, es
posible detectar una alta parasitemia en sangre y el sistema nervioso central,

asi como miocarditis difusa y meningoencefalitis (Rodrigues Coura, 2007).

1.1.4. Diagnéstico y tratamiento

La observacion directa del pardsito en muestras de sangre de los
hospedadores vertebrados solamente es posible durante la fase aguda de la
enfermedad debido a que la parasitemia en esta fase es alta (Malik et al.,
2015). Sin embargo, como la fase aguda se caracteriza por la inespecificidad
de sus sintomas, es dificil realizar un diagndstico especifico y claro de la
enfermedad. Otros métodos empleados consisten en el xenodiagnostico,
técnica basada en hacer ingerir sangre del paciente a triatominos no infectados
y 30 dias después buscar los parasitos en las heces de los insectos (Apt et al.,
2015; Semenovitch et al., 2017). Otras técnicas empleadas son las
moleculares como PCR, donde se detecta el DNA del parasito,
fundamentalmente del kinetoplasto (Portela Lindoso & Shikanai Yasuda,
2003), el cual a veces es combinado con el xenodiagnostico, realizandose la
PCR con el intestino del insecto usado para ingerir la sangre del paciente
(Zulantay et al., 2007).

Dado que, dentro de los primeros 90 dias de la infeccion la
parasitemia desciende, la mayoria de técnicas de diagnostico empleadas
durante la fase cronica se basan en la demostracion indirecta de anticuerpos
especificos anti T. cruzi en el suero de los pacientes infectados y en las

técnicas basadas en la identificacion de los acidos nucleicos del parasito con
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sondas especificas (Braga et al., 2000). Las pruebas que se emplean para
detectar la presencia de anticuerpos en los sueros de los pacientes especificos
incluyen la hemaglutinacién indirecta, la inmunofluorescencia indirecta y el
ELISA, cuya sensibilidad oscila entre el 96.5% y el 100% y su especificidad
varia del 87% al 98.9% (Teixeira et al., 2006). Sin embargo, el problema de
estas técnicas radica en que se podrian presentar reacciones cruzadas con otras
infecciones por kinetoplastidos o algunos parasitos intracelulares
(Plasmodium sp., Toxoplasma gondii), infecciones bacterianas (tuberculosis,
lepra y sifilis) y condiciones autoinmunes como la artritis reumatoide y lupus
eritematoso sistémico, entre otros (Teixeira et al., 2006). Actualmente, la
OMS recomienda el uso de al menos dos técnicas serologicas para el
diagnéstico de la enfermedad (Melo et al., 2015) y de ser posible, realizarlas
empleando antigenos procedentes de parasitos de diferentes zonas geograficas
del continente americano. No obstante, muchas veces los resultados de las
pruebas son poco concluyentes, por lo que el diagnostico seroldgico se podria
confirmar mediante PCR e incluso RT-qPCR (Ramirez et al., 2015; Melo et
al., 2015).

Aunque los hallazgos son poco especificos, los electrocardiogramas
podrian proveer una evidencia inicial de afeccion cardiaca (Malik et al.,
2015), donde las anormalidades mas comunes son el bloqueo de la rama
derecha, el bloqueo fascicular anterior izquierdo y cambios difusos de ST-T
(Apt et al., 2005; Zulantay et al., 2005; Rassi et al., 2010). La ecocardiografia
puede demostrar también alteraciones funcionales y estructurales en las etapas
iniciales de la afeccion cardiaca, incluyendo una disfuncion diastolica (Malik
et al., 2015).

Con respecto al tratamiento, los unicos dos farmacos antiparasitarios
disponibles y desarrollados desde hace tiempo para combatir la enfermedad
son el benznidazol y el nifurtimox, efectivas solo durante la fase aguda de la
enfermedad y en nifios de hasta 12 afios que se encuentren en la fase cronica
temprana de la infecciéon (de Andrade et al., 1996). En adultos, se ha

comprobado una cura parasitologica en el 60-80% de las personas infectadas,
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si bien no modifican las alteraciones patologicas inducidas por la enfermedad
(Malik et al., 2015).

El tratamiento para la enfermedad de Chagas se recomienda en todos
los casos que se encuentren en fase aguda, reactivada o en infecciones
congénitas y en menores de 18 afios con enfermedad cronica (Rassi et al.,
2010). En Espana, se emplea el benznidazol para todos los enfermos
chagasicos diagnosticados, independientemente de la fase en que se encuentre
la enfermedad. El problema de estos farmacos son los efectos secundarios
adversos que pueden generar (Malik et al., 2015), la baja tasa de curacion
durante la fase cronica (Sales et al., 2017) y que es un tratamiento caro. Se
calcula que el costo anual del tratamiento por paciente es de aproximadamente
$1028 (Castillo Riquelme et al., 2008), por lo que muchos pacientes no tienen
acceso al mismo (Hotez et al., 2012). Los gastos derivados del tratamiento
médico a nivel mundial mas la perdida de horas trabajadas fueron evaluados y
publicados en Lancet por Lee y colaboradores (2013), mostrando unas
pérdidas de 9000 millones de USS, datos que estan por encima de
enfermedades muy reconocidas por la sanidad de los paises del primer mundo
como las infecciones por rotavirus (aproximadamente 2000 millones USS$) o
de cancer cervical (7000 millones USS).

Otros farmacos que ha sido probados en modelos murinos y parece
que presentan actividad antitripanocida son el posaconazol (Malik et al.,
2015), el itaconazol y la amiodarona/dronedarona, los cuales parecen tener

algin efecto contra 7. cruzi tanto in vitro como in vivo (Sales et al., 2017).

1.2. El proceso de invasion celular de 7. cruzi

T. cruzi es capaz de infectar tanto células fagociticas como no
fagociticas. El proceso de invasion celular de 7. cruzi es considerado un
mecanismo complejo y dindmico de multiples pasos (Walker et al., 2014;
Borges et al., 2016), que varia dependiendo de factores tales como la cepa del

parasito y el tipo de célula hospedadora, entre otros (de Souza et al., 2010).
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De forma general, se puede considerar que este proceso tiene tres etapas:
adhesion y reconocimiento, sefializacion e invasion (de Souza et al., 2010).

El proceso de adhesion implica la interaccion de moléculas tanto del
parasito como de la célula hospedadora, dependiendo de los receptores
presentes en las membrana (de Souza et al., 2010). En el caso de T. cruzi, una
serie de familias de proteinas glicosiladas presentes en las membranas como
las mucinas, trans-sialidasas y “mucine-associated surface proteins” (MASPs)
ancladas en las membranas (la mayoria mediante anclajes GPI), juegan un
papel importante como ligandos de receptores celulares en los procesos de
adhesion (Romano et al., 2012).

Las mucinas son las principales glicoproteinas en la superficie del
parasito, las cuales generan una matriz densa de oligosacaridos que lo
protegen (Valenzuela et al., 2013). Estas mucinas juegan un papel importante
en los procesos de adhesion, en un proceso comparable con la union de
lectinas a los azucares y ademas participan en los mecanismos de escape de la
respuesta inmune, asi como en la inmunomodulacion (Buscaglia et al., 2006;
Romano et al., 2012). Las trans-sialidadas y moléculas “trans-sialidasa like”
son proteinas de 60 a mas de 220 KDa (Colli, 1993) que transfieren residuos
de acido sialico de los glicoconjugados, especialmente a aquellos con azlicar
terminal de galactosa, de la célula hospedadora del parasito y después del
corte del anclaje de GPI, se liberan al torrente sanguineo para regular la
infeccion temprana (Villalta et al., 2001). Ademas, el proceso de sialilacion en
T. cruzi le confiere proteccion frente al complemento humano, lo cual se
considera un requisito esencial durante la infeccion (Tomlinson et al., 1994).

En el caso de la invasion a células no fagociticas, ésta se inicia con el
contacto del parasito con la célula por medio de proteinas de la superficie de
su membrana que actiian como ligandos (Walker et al., 2014). La superfamilia
de las gp85/trans-sialidasas aparece involucrada en este proceso, destacando
por otra parte las glicoproteinas gp82, gp35/50, gp90, gp85/TS y gp30

(variante de la gp82 en aquellas cepas deficientes de gp82). Cada una de estas
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proteinas aparecen expresadas en diferente grado dependiendo de la cepa del
parasito (Walker et al., 2014).

Al inicio de la infeccion, una serie de proteinas especificas de los
tripomastigotes metaciclicos como la gp82 y la gp30 se unen al receptor
celular y mediante un proceso de receptor-ligando, inducen la movilizacion de
calcio intracelular tanto en la célula como en la forma infectiva del parasito
(Burleigh & Andrews, 1998; Yoshida & Cortez, 2008). En el parasito, esto
desencadena la activacion de la fosfolipasa C (PLC), con la generacion de
diacil glicerol (DAG) ¢ inositol trifosfato (IP3), el cual va a activar a la protein
quinasa C (PKC) que va a provocar la salida de iones Ca*" del reticulo
endoplasmico y de la mitocondria celular. Por otra parte, en la célula se activa
también la PLC que va a provocar la salida de Ca®" de los depositos
intracelulares mediante la sefalizacion por IP3 (Osuna et al., 1990; Walker et
al., 2014),

Con el avance de la infeccion y en el caso de los tripomastigotes
sanguineos, la invasion sucede de forma similar, pero con interacciones
diferentes (Walker et al., 2014) ya que, por ejemplo, la activacion de la PLC
de la célula ocurre a través de la estimulacion del receptor de la bradikinina
celular mediante la participacion del enzima del parasito cruzipaina (gp57/51)
(Cazzulo et al., 1990), al romper la enzima al kininégeno y generar moléculas
de kinina que son reconocidas por los receptores celulares de bradikinina B2,
lo que conducira a la produccién de IP3 y la consecuente liberacion de Ca*".
Ademas de los cambios en la concentracion intracelular de calcio, la
concentracion de AMPc también juega un papel importante en el proceso de
invasion, ya que se cree que es responsable de la capacidad de invasion
residual de los parasitos cuando se bloquea la movilizacién de Ca®" (Caler et
al., 2000).

Como ya se ha mencionado, en las formas de tripomastigotes
sanguineos las trans-sialidasas contribuyen en el proceso de invasion al
transferir residuos de acido sialico de la membrana de la célula hospedora a

varias proteinas tipo mucinas (mucinas y MASPs) del parasito, lo que induce
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la activacion de diferentes vias de sefializacion dentro de la célula (Walker et
al., 2014). Los parasitos también se aprovechan de componentes secretados
como la familia de proteinas ricas en “serina, alanina y prolina" (SAP), las
cuales poseen un dominio central para la invasion (Baida et al., 2006). La
fosfolipasa A (PLA1) parece estar implicada en los eventos iniciales de la
interaccion parasito-hospedador, activando la PKC de las células y con esto
modula la liberacion de Ca®" de los depositos intracelulares (Watanabe Costa
et al., 2016). Por otra parte, la proteina P21 es capaz de inducir la
movilizacién de Ca*" de los acidocalcisomas del parasito, participar en la
fosforilacion de algunos polipéptidos (Fernandes et al., 2006) y activar a
Racl, lo que lleva a la formacion de “ruffles” de actina (Fernandes &
Mortara, 2004) que van a permitir la internalizacion del parasito, favoreciendo
su fagocitosis (Santos et al., 2015).

La unién de los parasitos a proteinas de la matriz extracelular (como
fibronectina, laminina y colageno) y proteoglicanos (heparina y heparan
sulfato) también es importante en el proceso de invasion (Santana et al., 1997,
Moody et al., 2000; Nde et al., 2012), habiéndose descrito receptores para la
fibronectina, proteina rica en acido sialico, en la superficie del parasito
(Ouaissi et al., 1986). Las formas de tripomastigotes derivados de cultivo
expresan las proteinas Tc-85, gp83 y Tc-1, asi como proteasas como la
cruzipaina (gp57/51), oligopeptidasa B y POP Tc80, que ayudan al parasito a
atravesar la matriz extracelular (Burleigh & Andrews, 1998; Yoshida &
Cortez, 2008).

Brevemente, la adhesion del parasito a las células estd mediada por
Tc-85 (Alves et al., 1986), gp83 (Villalta et al., 2001) y Tc-1 (Augustine et
al., 2006), interacciones que inducen la activacion de la oligopeptidasa B
(Burleigh & Andrews, 1995), la cual genera una molécula sefalizadora de
calcio. Alternativa 6 simuntaneamente, el parasito secreta cruzipaina, enzima
que actiia sobre el kinindgeno para generar bradikinina, la cual termina
induciendo otra sefial de calcio al interactuar con su receptor , como ya ha

sido mencionado (Todorov et al., 2003). El aumento de calcio citosolico
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mediante las diferentes interacciones de las proteinas va a promover dos
eventos que facilitan la invasion de los tripomastigotes: la disrupcion del
citoesqueleto de actina dependiente de calcio y el reclutamiento de los
lisosomas para la formacion de la vacuola parasitofora y posterior invasion
celular (Valenzuela et al., 2013). Durante el proceso de invasion se libera
gp83, que regula la expresion de la laminina y-I en la célula hospedadora (Nde
et al.,, 2006), con lo que la proteina galectina-3 procedente de la célula
estimula la adhesion del parasito a la laminina (Moody et al, 2000). La
superfamilia de gp85/trans-sialidasas consiste en wuna seric de
glicosiltransferasas ancladas a la membrana del parasito por GPI y su funcion
principal consiste en la transferencia de residuos de acido sialico desde los
glicoconjugados del hospedador mamifero a los residuos B-Galp terminales en
las mucinas que cubren la superficie celular del parasito, generando unidades
de B-galactopiranosa (a2—3) sialiladas de los parésitos, permitiendo asi la
unién a la fibronectina/laminina, glicoproteinas ricas en acido sialico terminal
que abren el paso para que enzimas como la POP Tc80 hidrolicen el colageno
tipo I y IV (Santana et al., 1997; Grellier et al., 2001). Otra proteina de 60
KDa, conocida como penetrina, es capaz de unirse selectivamente a la
heparina, heparan sulfato y colageno y participar en la adhesion y penetracion
en los fibroblastos (Ortega et al., 1991). Al final, todas estas interacciones
entre proteinas van a contribuir a la adhesion y posterior entrada del parasito a
la célula y contribuir con la enfermedad.

En el caso de las infecciones por la via oral, las mismas se producen
generalmente por el consumo de zumos de frutas contaminados con
triatominos infectados o con la orina de zarigiieyas, donde se encuentran
presentes las formas tripomastigotes en los marsupiales infectados que beben
de dichos zumos, lo que lleva a dichos tripomastigotes metaciclicos al
estomago y duodeno y son capaces de invadir el revestimiento de la mucosa
gastrica (Walker et al., 2014). En este proceso, la proteina gp82 parece jugar
un papel fundamental y se produce la degradacion proteolitica de la gp90

(proteina con funciones “anti-invasivas”), lo que facilita la infeccion por parte
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del parasito (Neira et al., 2003; Yoshida, 2009). Las cepas que no expresan
gp82 emplean gp30, la cual también induce una sefializacion mediada por
Ca®" (Walker et al., 2014). Moléculas tipo mucina gp35/50 son resistentes a la
digestion por las proteasas, fundamentalmente a la pepsina, por lo que
protegen a los tripomastigotes metaciclicos de su destruccion cuando infectan
por esta via (Yoshida, 2009).

Con respecto a las moléculas presentes en la superficie celular
implicadas en el proceso de adhesion e invasion, cabe destacar que dependen
del tipo celular (de Souza et al., 2010). Un tipo de receptores presente en las
células de mamiferos consiste en moléculas tipo lectinas, proteinas que
reconocen los azucares de diferentes patogenos. En el caso de T. cruzi, la
galectina-3, una lectina implicada en la respuesta inmune que une residuos de
B-galactosil, media la unién y entrada del parasito en las células dendriticas
(da Silva et al., 2009) y en las células del musculo liso (Kleshchenko et al.,
2004). Los residuos de carbohidratos presentes en la membrana plasmatica de
las células pueden funcionar como receptores, tal como las lectinas WGA,
RCA I y ConA (Barbosa et al.,, 1992). De hecho, los residuos galactosil,
manosil y sialil de la membrana de la célula hospedadora se internalizan en el
citoplasma celular unidos al parasito (Barbosa et al., 1992).

Las integrinas, receptores que median la union entre dos células o
entre una célula y la matriz extracelular, también participan en el proceso de
invasion y, mas alla de funcionar como un nexo celular de la laminina y la
fibronectina, funcionan como receptores que pueden activar las vias de
sefializacion mediadas por la PI3K (de Souza et al., 2010). Tc85 es capaz de
unirse a la CK 18, una proteina de citoesqueleto que funciona como receptor
para el parasito (Favoreto et al., 1998).

Otras moléculas de la superficie celular implicadas son el receptor
TGF-B que facilita la entrada del parasito en las células epiteliales (Hall &
Pereira, 2000), asi como los receptores de bradikinina: el receptor de
bradikinina 1 expresado en tejidos con algin dafio originado por el parasito

(Scharfstein et al., 2000) y el receptor de bradikinina 2 expresado
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constitutivamente en las células cardiacas, implicados en la movilizacion
transitoria de calcio, como ya se ha mencionado. En células neuronales
participan los receptores TrkA y TrkC, involucrados en la invasion del
parasito a través de la union con las trams-sialidasas (Weinkauf &
Pereiraperrin, 2009). Por ultimo, el GPI unido a las glicoproteinas tipo
mucinas y los GIPLs son reconocidos por los receptores TLR2/CD14 de las
células (Campos et al., 2001), los cuales activan el factor nuclear NFxb y la
via dependiente del factor regulador de interferon desencadenando una
respuesta de tipo Thl (Tarleton, 2007). Los receptores Toll-like 2 igualmente
participan al inducir la fagocitosis del parasito tras estimular la activacion de
Rab5 (Maganto Garcia et al., 2008). La Figura 1.2. resume las moléculas

implicadas en el proceso de interaccion parasito-célula (de Souza et al., 2010).
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Figura 1.2. Moléculas implicadas en el proceso de interaccion parasito-célula (de Souza et

al., 2010).

T. cruzi se considera un patdogeno bien evolucionado a la vida
parasitaria intracelular y capaz de infectar multiples tipos celulares mediante

sus diferentes vias de entrada (Walker et al., 2014). Una de las vias depende
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de los lisosomas, donde se reclutan estos organulos en el sitio de union del
parasito a la célula. Este mecanismo es Ca”’-dependiente, mediado por los
microtiibulos, la kinesina (Rodriguez et al., 1999) y la actina (Mortara et al.,
2008) y tiene lugar la exocitosis de los organulos al fusionarse con la
membrana celular. En ese momento, el parasito induce la liberacion de
esfingomielinasa para generar ceramida a partir de la esfingomielina de la
membrana. Esta produccion de ceramida en la parte externa de la membrana
va a deformar (Romano et al., 2012) e inducir la endocitosis de la membrana,
con el fin de intentar repararla (Walker et al., 2014). El intento de contraccion
de la membrana es el proceso del que se aprovecha el parasito para ser
internalizado en los endosomas. Por el contrario, en la via independiente de
los lisosomas, los parasitos se ubican en una especie de vacuolas derivadas de
la membrana celular que contienen fosfoinositidos, que eventualmente se
fusionaran con los lisosomas en un proceso posterior al proceso de infeccion
(Woolsey & Burleigh, 2004). De hecho, mediante esta via, los parasitos
entran a través de invaginaciones de la membrana que acumulan PIP3 (de
Souza et al.,, 2010). Un mecanismo adicional sugiere que los pardasitos
emplean la via autofagocitica bajo condiciones de carencia de nutrientes,
donde son capaces de invadir y alojarse en vacuolas autofagociticas que
eventualmente se fusionaran con los lisosomas para crear un compartimiento
acidico autofagolisosomal (Walker et al., 2014), rico en nutrientes para que el
parasito sobreviva y se diferencie a amastigotes debido a la presencia de las
poliaminas (Barclay et al., 2011). Este ultimo modelo se considera una
version modificada de la via independiente de los lisosomas especializada
para condiciones de estrés nutricional autofagolisosomal (Walker et al., 2014),
lo que le da cierta ventaja al parasito ya que, bajo estas condiciones celulares
hay una mayor cantidad de vesiculas acidicas, en comparaciéon con la
disponibilidad de los lisosomas cuando las c€lulas se mantienen en medios de
cultivo ricos en nutrientes (Yu et al., 2010).

Experimentos realizados con marcadores especificos para evaluar las

diferentes vias de entrada del parésito revelaron que aproximadamente 20-
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30% de los parasitos ingresan por la via dependiente de los lisosomas,
mientras que 50% estan dentro de invaginaciones de la membrana celular
(Woolsey et al., 2003) y el otro 20-30% se rodea de vacuolas que presentan el
marcador de endosomal temprano EEA1 (Woolsey et al., 2003). Aunque
penetren empleando vias diferentes, todos los parasitos necesitaran fusionarse
en algin momento con los lisosomas de la célula hospedadora, con el fin de
progresar y escapar de la vacuola parasitofora (Woolsey & Burleigh, 2004).
La infeccion de células fagociticas como los macrofagos ocurre
especialmente al inicio de la infeccion, aunque los amastigotes liberados de
las células infectadas también son capaces de infectar estas células (Ley et al.,
1988; Walker et al., 2014). Esta entrada de los parasitos puede darse por un
proceso fagocitico dependiente de actina o por invasion activa, similar a lo
que ocurre en las células no fagociticas (Mortara, 1991; Procopio et al., 1999;
Walker et al., 2014), lo que requiere de la activacion de la PI3K, enzima
reguladora del proceso de fagocitosis (Woolsey & Burleigh, 2004). En este
proceso, el mantener la integridad de los “lipid rafts” de la membrana es
fundamental para que la infeccion tenga éxito, ya que si se presenta una
disrupcion de la membrana, posiblemente ocurre una desagregacion de
proteinas importantes en las vias de sefializacion que inician el proceso de

invasion celular (Walker et al., 2014).

1.2.1. Formacion de la vacuola parasitéfora y “escape” del parasito al
citoplasma celular

Posterior al proceso de invasion del parasito, se produce la formacion
de la vacuola parasitofora donde se va a alojar en los primeros estadios de la
infeccion, la cual va a contener enzimas, receptores Fc (en el caso de que los
tripomastigotes fueran opsonizados por anticuerpos anti-7. cruzi) (Hall et al.,
1991), glicoproteinas de la membrana lisosomal, B1 integrinas, receptores del
complemento (CR3) y glicoconjugados, asi como residuos galactosil
procedentes de la degradacion de los grupos gliosilados de las proteinas

(Barbosa et al., 1992). En el caso de las células no fagociticas, los lisosomas
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se movilizaran al sitio de union del pardsito con la célula, por lo que
contribuyen junto con la membrana en la formacién de la vacuola (de Souza,
2010). La presencia de las proteinas Rab5 y Rab7 en las wvacuolas
parasitoforas indica que dichas vacuolas se fusionan con los endosomas,
donde se ha comprobado la presencia de la proteina autofagica LC3 (Romano
et al., 2009), asi como los microdominios GM1, flotilina, caveolina (Barrias et
al., 2007; Fernandes et al., 2007) y dinamina (Ouaissi et al., 1986), enzima
responsable directa la fision de la vacuola (Santos Barrias et al., 2013). Por
ultimo, en células fagociticas se ha comprobado que los tripomastigotes
emplean la membrana celular para la formacion de la vacuola parasitofora, en
un proceso facilitado por la despolimerizacion de los filamentos de actina
(Woolsey et al., 2003).

La formacién de la vacuola parasitofora no va a depender del
mecanismo empleado por el parasito para acceder al citoplasma celular. El
parasito se va a localizar dentro de la vacuola parasitéfora (de Souza et al.,
2010) y alli, los tripomastigotes liberaran trans-sialidasas capaces de eliminar
los residuos de acido sidlico de las glicoproteinas de la membrana de la
vacuola, haciéndola sensible a la accion de la proteina Tc-Tox, una toxina
formadora de poros (Ley et al., 1990) que se expresa y activa gracias al bajo
pH de los lisosomas. Esto facilitara la salida del parasito al citoplasma celular,
paso critico en el desarrollo de 7. cruzi (Romano et al., 2012). La formacion
de esos pequefios poros, junto con la accion de las enzimas secretadas (como
las trans-sialidasas) llevara a la fragmentacion de la membrana de la vacuola
parasitofora (de Souza et al., 2010), lo que permite el acceso del parasito al
citoplasma celular para iniciar la transformacion y division de los amastigotes
(Woolsey & Burleigh, 2004; Andrade & Andrews, 2005). Sin embargo, los
tripomastigotes pueden iniciar el proceso de diferenciacion a amastigotes aun
cuando estan dentro de la vacuola parasitofora y durante ese proceso de
fragmentacion de la membrana (de Souza et al., 2010).

La Figura 1.2.1 resume las vias de entrada de T. cruzi a la célula

hospedadora y el escape del parasito hacia el citoplasma celular.
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Figura 1.2.1. Modelo de invasion de 7. cruzi (de Souza et al., 2010). Se ilustran tres
diferentes mecanismos que el parasito emplea para entrar a una célula: la via dependiente
de lisosomas, la via dependiente de actina (penetran mediante una expansién de la
membrana plasmatica que culmina con el ensamblaje de la vacuola parasitéfora) y la via
independiente de lisosomas (entrada mediante invaginaciones de la membrana que
acumulan PIP3). Luego los parasitos internalizados se ubicardn dentro de vacuolas
formadas por la membrana plasmatica, las cuales van a madurar y adquirir marcadores
de endosomas tempranos (RabS y EEA1) y posteriormente, marcadores de lisosomas. Los
tripomastigotes pueden transformarse en amastigotes con la lisis simultinea de la
membrana de la vacuola parasitéfora. En el citoplasma, las formas amastigotas

empezaran su division.

Durante una infeccion in vivo, los tripomastigotes sanguineos también
podrian transformarse en amastigotes extracelulares y la ruptura de las células
infectadas puede liberar amastigotes intracelulares, formas que contribuyen
con la progresion de la enfermedad al infectar las células mediante un proceso
dependiente de actina (Ley et al., 1988; Fernandes et al., 2006). Los
amastigotes extracelulares son capaces de infectar tanto células fagociticas
como no fagociticas de forma activa, al reclutar la actina de la célula al sitio
de union (Fernandes et al., 2006, 2013). Sin embargo, las moléculas de

superficie implicadas en los procesos de unidn e internalizacion no se conocen
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con exactitud (de Souza et al., 2010). Se cree que la proteina P21 de los
amastigotes extracelulares esta involucrada en el proceso de invasion de estas
formas (da Silva et al., 2009). Cuando las células se infectan con los
amastigotes, estos también emplean trans-sialidasas y TcTox para romper la
membrana de la vacuola parasitéfora, proceso que ocurre mas rapido que en el

caso de los tripomastigotes (de Souza et al., 2010).

1.3. Vesiculas extracelulares o exovesiculas

La comunicacién intercelular es un aspecto fundamental en los
organismos y puede realizarse mediante el contacto directo célula-célula o
mediante la transferencia de moléculas secretadas. Hasta hace poco mas de
tres décadas se describié un tercer mecanismo de comunicacion intercelular
que involucra la liberacion de vesiculas extracelulares (Raposo & Stoorvogel,
2013) o exovesiculas. Tanto las células procarioticas como las eucarioticas
son capaces de liberar estas vesiculas, la cuales son particulas esféricas
rodeadas de una bicapa de fosfolipidos (van der Pol et al., 2012) que cada vez
adquieren mas importancia debido a las funciones especializadas que realizan,
haciéndose evidente en la literatura el creciente interés en sus posibles
aplicaciones clinicas (van der Pol et al., 2012; Willms et al., 2018; Jaiswal &
Sedger, 2019).

El descubrimiento de las vesiculas derivadas de células se remonta a
los afios 40, con estudios que evidenciaron la importancia bioldgica de la
proteina tromboplastica de la sangre (Chargaff & West, 1946). En aquel
momento, los tiempos de coagulacion se determinaban tras la centrifugacion a
diferentes velocidades y se observd que la centrifugacion a alta velocidad
extendia significativamente el tiempo de coagulacion del sobrenadante (van
der Pol et al, 2012). Ademas, cuando se adicionaba al botéon de la
centrifugacion junto con el factor de coagulacion al plasma, los tiempos de
coagulacion se acortaban, lo que hizo sospechar que el plasma libre de células
contenia un factor subcelular capaz de promover la coagulacion de la sangre

(Chargaff & West, 1946). No fue hasta el afo 1967 cuando se identifico ese
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“factor subcelular” mediante microscopia electronica y se observo que
consistia en pequefias vesiculas originadas a partir de las plaquetas, con un
diametro comprendido entre los 20 a 50 nm y una densidad de 1.020 a 1.025
g/mL a las que denominaron como “polvo plaquetario” (Wolf, 1967).

En el afio 1975 se comprobd que el suero fetal bovino también
contenia numerosas microvesiculas de 30 a 60 nm (Dalton, 1975), mientras
tanto, en un estudio en paralelo, se introdujo el término “exosoma” a las
vesiculas aisladas a partir del medio condicionado de reticulocitos de oveja,
las cuales se caracterizaban por tener aspectos en comin con la membrana
plasmatica, como la presencia del receptor de transferrina, lo que llevo a
concluir que la externalizacion de las vesiculas podia ser un mecanismo para
segregar y exportar proteinas especificas de la membrana (Johnstone et al.,
1987). Tiempo después, se concluyd que los exosomas podrian ser parte
esencial de un mecanismo especifico y sofisticado que permitiria la
eliminacion de proteinas transmembrana (van der Pol et al., 2012).

El término exosoma fue empleado inicialmente para vesiculas de 40 a
1000 nm, secretadas por una gran variedad de células (Trams et al., 1981)
cuando aun no se conocia el origen subcelular de las mismas. Con el tiempo y
las investigaciones subsecuentes, se produjo un cambio en la nomenclatura y
aunque aun no existe un consenso, las VEs se clasifican en tres grupos
diferentes, dependiendo de su tamafio, biogénesis y composicion. Estos tres
grupos consisten en cuerpos apoptoticos, ectosomas o microparticulas,

microvesiculas y exosomas.

1.3.1. Clasificacion de las VEs

La clasificacion de las VEs se basa en las caracteristicas que posee
cada grupo con respecto a su tamafo, densidad, biogénesis y composicion,
como ha sido mencionado. Dentro de las mismas se encuentran los cuerpos
apoptdticos, los ectosomas (microparticulas o microvesiculas) y los exosomas

(Figura 1.3.1), cuyas caracteristicas se resumen a continuacion.
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Figura 1.3.1. Tipos de vesiculas extracelulares. Fotografias mediante microscopia
electrénica de exosomas de plasma (a), ectosomas de orina (b) y cuerpos apoptéticos de

una célula endotelial. Tomado de van der Pol et al., 2012.

1.3.1.1. Los cuerpos apoptéticos

Los cuerpos apoptoticos son vesiculas liberadas cuando las células
estan en apoptosis. La principal diferencia con las demas vesiculas descritas
es su tamafo, ya que su didmetro varia entre 1 y 5 um (Kerr et al., 1972;
Théry et al., 2001), aunque pueden encontrarse de tamafios menores. Su
densidad varia entre 1.16 a 1.28 g/mL, densidad que coincide en algunos
casos con la de los exosomas, lo que obliga a tener que separarlos con otros
métodos diferentes a la centrifugacion en gradiente de densidad. Con respecto
a la morfologia, ésta es mucho mas heterogénea que la de otras vesiculas al
visualizarlas mediante microscopia electronica de transmisién. Su
composicion es variable y se ha descrito que las que se originan de la
membrana plasmatica contienen DNA e histonas, mientras que las que se
originan del reticulo endopldsmico no contienen DNA y obviamente no
poseen histonas pero exponen glicoepitopos inmaduros (Bilyy et al., 2012).

La secrecion de los cuerpos apoptoticos se presenta mediante
gemacion de la membrana y su liberacion de forma inapropiada ha sido
considerada una de las principales causas de las enfermedades autoinmunes

generalizadas (van der Pol et al., 2012).

1.3.1.2. Los ectosomas, microparticulas o microvesiculas
Al igual que los cuerpos apoptoticos, estas vesiculas son particulas

muy heterogéneas en forma y se conocen como particulas de membrana ya
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que se secretan por gemacion de la misma. En general, su tamafio varia entre
100 nm a 1 pm (Raposo & Stoorvogel, 2013; Marcilla et al., 2014),
solapandose con el tamafio de algunos exosomas.

Con respecto a su composicion (Figura 1.3.1.2), la misma varia
dependiendo del tipo de célula que los origine y a diferencia de los exosomas,
es poco conocida (Kalra et al., 2016). Se ha descrito la presencia de
glicoproteinas como GPIb, GPIIb-1Ila y P-selectina (Heijnen et al., 1999; del
Conde et al., 2005; Mezouar et al., 2015) integrinas (Pluskota et al., 2008) y
metaloproteasas (MMPs) (Gasser et al., 2003; Martinez de Lizarrondo et al.,
2012); de hecho, se sugiere que MMP2 podria ser considerada un marcador de
este tipo de vesiculas (Muralidharan Chari et al., 2009; 2010). Una
caracteristica importante es la ausencia de las tetraspaninas CD133 y CD63, lo
cual las diferencia de los exosomas (van der Pol et al., 2012). Por tltimo, las
microparticulas contienen diferente proporcion en la composicion de
fosfolipidos y lipidos bioactivos, dependiendo del estimulo o del origen
celular, ademas de RNAs (mRNA y miRNA) derivados del citoplasma (Fox et
al., 1990; Deolindo et al., 2013).

La biogénesis de los ectosomas es diferente a la de los exosomas, ya
que no se originan por la via endocitica sino que se forman mediante la
gemacion de la membrana, mecanismo que depende de la concentracion
intracelular de Ca®". De hecho, la formacion de las microvesiculas es una
propiedad innata de la mayoria de tipos celulares y ocurre en respuesta a la
activacion de diferentes procesos celulares (Hugel et al., 2005; Nolan et al.,
2008). Los estimulos externos, activadores celulares o algun tipo de daiio
celular incrementa la entrada de iones Ca®" al citoplasma o su liberacion desde
los depésitos intracelulares, lo que provoca la despolimerizacion del
citoesqueleto de actina mediado por la calpaina que activa la enzima
escramblasa, encargada de transportar los fosfolipidos cargados
negativamente desde la cara interna hasta la cara externa de la membrana
(Angelot et al., 2009), exponiendo a la fosfatidilserina, mediante un

mecanismo mediado por las flopasas. Estas enzimas son importantes ya que
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inducen la formacion de la curvatura de la membrana, con la consecuente
formacion de vesiculas (Kalra et al., 2016), mientras que la entrada de iones
Ca’" atenua la actividad de las flipasas.

La traslocacion de fosfatidilserina a la cara externa de la membrana
genera un desbalance estructural en la bicapa lipidica, haciendo que se abulte
la cara de la membrana y, si la actividad translocasa es lo suficientemente
elevada, la curvatura resultante puede ser suficiente para que ocurra la fision
de la vesicula, de forma analoga a lo que harian las flipasas pero en direccion
opuesta (Kalra et al., 2016). Sin embargo, en el proceso de formacion de estas
vesiculas también ha sido comprobada la participacion de proteinas que
promueven la contraccion del citoesqueleto, en particular el factor ARF6
(Muralidharan Chari et al., 2009), responsable de iniciar una cascada de
sefalizacion que activa a la PLD, enzima que hidroliza a la fosfatidilcolina y
produce acido fosfatidico unido a la membrana, el cual recluta a la kinasa
ERK y otras moléculas que participan en la formacion de la curvatura de la
membrana (Kalra et al., 2016). La kinasa ERK es la encargada de fosforilar a
la kinasa MLCK y ésta, a su vez, fosforilara a la cadena ligera de miosina,
dando como resultado la contraccion de actomiosina, con el subsecuente
desprendimiento del ectosoma (Kalra et al., 2016).

Existen evidencias de que pueden ocurrir cambios en la organizacion
de la membrana plasmatica independientes de la translocasas y que la
biogénesis de los ectosomas se podria presentar mientras se mantiene la
asimetria lipidica, siendo la liberacion de estas vesiculas el resultado de
contracciones llevadas a cabo por el citoesqueleto (Kalra et al., 2016) y
componentes del complejo ESCRT, implicados también en la liberacion de
los exosomas. En este caso, se ha comprobado que la subunidad TSG101 del
complejo ESCRT-I interacciona con otras proteinas y que, junto con Alix,
podria estar implicado en las etapas tardias de formacion de la vesicula y su
liberacion (Kalra et al.,, 2016). Otros complejos como el ESCRT-III y la

ATPasa Vsp4 son reclutados y ensamblados en el proceso para liberar el
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ectosoma y reciclar la maquinaria encargada de formar las vesiculas (Kalra et

al., 2016).
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Figura 1.3.1.2. Composiciéon y biogénesis de los ectosomas (Kalra et al., 2016).

1.3.1.3. Los exosomas

Los exosomas son vesiculas de 30 a 100 nm, con una densidad entre
1.13 y 1.19 g/mL, aislados normalmente mediante ultracentrifugacion
(100000-200000 xg) (van der Pol et al., 2012; Schorey et al., 2015). La
morfologia descrita originalmente se refiere a particulas en forma de “copa o
taza” que se observa al estudiarlos usando microscopia electronica.

Con respecto a su composicion, también varia dependiendo del tipo
celular de origen. De forma general, consisten en una membrana fosfolipidica
con altos niveles de colesterol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina, esfingomielina, ceramidas, diacilgliceroles y con
dominios de membrana resistentes a los detergentes (van der Pol et al., 2012),
donde se insertan las proteinas que presentan dominios PHB como las
flotilinas o las prohibitinas. Las proteinas de membrana tienen la misma

orientacion que las de la célula que las origina y dentro del contenido proteico
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se incluyen aquellas proteinas implicadas en el transporte de membrana y
fusion, tales como las proteinas Rabs y las anexinas (I, II, V, VI) (Schorey &
Bhatnagar, 2008; Colombo et al., 2014) que regulan la dindmica del
citoesqueleto y los eventos de fusion; flotilina (Colombo et al., 2014),
GTPasas (Chacon Heszele et al.,, 2014), moléculas de adhesion como la
molécula intercelular de adhesion-1, CD146, CD9, MFG-E8, CD18, CD11,
CD166 y LFA-3/CDS58; tioredoxina peroxidasa II, Alix y TSG101
(componentes del complejo ESCRT) (Mantel & Marti, 2015), 14-3-3 y
galectinas (Fernandes et al., 2017), implicadas en la apoptosis; proteinas de
choque térmico (HSP70 y HSP90) (Han et al., 2019), las cuales facilitan el
poder cargar los péptidos al complejo mayor de histocompatibilidad I y II,
tetraspaninas como la CD63, CD81 y CDS82 (van der Pol et al., 2012; Andreu
& Yaniez Mo, 2014) y enzimas metabolicas como peroxidasas, piruvato-
kinasas y kinasas de lipidos y enolasa, entre otras (Hegmans et al., 2004).
Como consecuencia de su origen endosomal, los exosomas no contienen
proteinas del reticulo endopldsmico, mitocondria o proteinas nucleares (van
der Pol et al., 2012). La Figura 1.3.1.3 ilustra la composicion proteica general

de un exosoma de mamifero.
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Figura 1.3.1.3.1. Composicion de proteinas de los exosomas y sus funciones (Schorey &

Bhatnagar, 2008).
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A diferencia de los cuerpos apoptdticos y los ectosomas, los
exosomas son de origen endosomal, formados dentro de los cuerpos
multivesiculares, importantes también en la via lisosomal porque se fusionan
con los lisosomas para poder degradar su contenido. La secrecion de los
exosomas también involucra a los cuerpos multivesiculares, pero los
exosomas no seran degradados en el lisosoma sino que son liberados desde la
célula. Se cree que la localizacion y la cantidad de colesterol podria influir en
el destino de esos MVBs (los exosomas contienen mas colesterol) (Mobius et
al., 2002), asi como la presencia de acido lisobifosfatidico, ausente en los
exosomas pero presente en los cuerpos multivesiculares junto al EGF,
destinados estos a la ruta lisosomal (Wubbolts et al., 2003). La generacion de
cuerpos multivesiculares implica la segregacion de un “cargo” en la
membrana delimitante del endosoma y la gemacion hacia adentro de las
vesiculas hacia el lumen endosomal. Asi, dentro de los cuerpos
multivesiculares y debido a los procesos de gemacion de su membrana, se
generan las vesiculas intraluminales, las cuales a la hora de fusionarse con la
membrana plasmatica se van a liberar formando los exosomas.

Las ILVs y, por tanto, los exosomas, se pueden generar mediante dos
mecanismos, uno dependiente y otro independiente del complejo
transportador ESCRT. El ESCRT consiste en complejos de proteinas
citosolicas que son reclutadas hacia los endosomas por medio de proteinas de
membrana que han sido marcadas en sus dominios citosolicos mediante
ubiquitina (Edgar, 2016). La marca de la ubiquitina es reconocida por el
primer complejo, el ESCRT-0, el cual se transporta a la membrana del
endosoma y pasa aquellas ubiquitinadas a ESCRT-I. El reclutamiento de la
magquinaria de ESCRT agrupa a las proteinas ubiquitinadas en el endosoma e
induce la curvatura de la membrana endosomal para formar las vesiculas
intraluminales (ILVs). ESCRT-I, -II y -III también reconocen las proteinas
monoubiquitinadas y promueven su inclusion dentro de los cuerpos

mutivesiculares (MVBs). Una vez completado el proceso, el complejo
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ESCRT se disocia del MVB mediante la proteina Vsp4 siendo nuevamente
reciclado (Yeo et al., 2003; Schorey & Bhatnagar, 2008).

En el caso de las proteinas que no cuenten con la marca de ubiquitina,
éstas son repartidas en las ILVs gracias a sus propiedades, con preferencia a
segregarse en microdominios tipo “raft”, enriquecidos en lipidos (de Gassart
et al., 2003). En algunos casos, la secrecion de los exosomas no requiere de
ESCRT pero depende de la esfingomielinasa, enzima que produce ceramida
(Trajkovic et al., 2008). Por ejemplo, el reclutamiento de MHC II a los
exosomas de células presentadoras de antigenos ocurre independientemente
de la ubiquitinacion, lo que apoya la existencia de mecanismos independientes
de ESCRT (Buschow et al., 2010). Las tetraspaninas han sido de igual manera
propuestas como participantes en la formacion de las ILVs y de los exosomas
(Simons & Raposo, 2009), ya que se ha visto como las moléculas de MHC 11
en los exosomas estdn asociadas con complejos mas grandes de proteinas que
también contienen tetraspaninas (Buschow et al., 2009). La agregacion de las
proteinas lleva a la movilizacion de los antigenos a los MVBs (Vidal et al.,
1997). En resumen, no todos los componentes del “cargo” de las VEs son
reclutados hacia los MVBs mediante el mismo mecanismo y en el caso de los
independientes de ESCRT, éstos estan menos estudiados y se conocen menos,
por lo que requieren de una mayor investigacion.

Las Figuras 1.3.1.3.2 y 1.3.1.3.3 muestran en detalle los componentes
implicados en la formacion de los MVBs y la liberacion de los exosomas y en
la Figura 1.3.1.3.4 se compara el proceso de biogénesis de exosomas y

microvesiculas.
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Figura 1.3.1.3.2. Biogénesis de los MVBs y liberacion de los exosomas (Schorey &

Bhatnagar, 2008). En la Figura se observa que la ubiquitinacion o la agregaciéon son las
sefiales que promueven el trafico de proteinas y lipidos a los MVBs. Dentro de la
maquinaria necesaria para clasificar las proteinas ubiquitinadas se encuentra la proteina
multidominios Vsp27/HRS, que actia como un puente entre las proteinas transmembrana
monoubiquitinadas y la clatrina en los endosomas (Katzmann et al., 2003). Los complejos
ESCRT también son importantes durante este proceso; asi, ESCRT-L, -1I y -I1I reconocen
los “cargos” monoubiquitinados y promueven su inclusion dentro de los MVBs (Teo et al.,
2004). La fusion de los MVBs con la membrana plasmatica y la liberacion de las ILVs

como exosomas requieren PLD, calcio y Rabl.
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Figura 1.3.1.3.3. Detalle de la biogénesis de los exosomas (Robbins & Morelli, 2014). Los
exosomas se generan como ILVs dentro de los MVBs mediante mecanismos dependientes
e independientes de la maquinaria de los complejos ESCRT. Las proteinas que se
transportan desde el aparato de Golgi (como las del MHC II) o las que se internalizan
desde la superficie celular (como los factores de crecimiento activados) requieren de
ubiquitinacién en sus dominios citosolicos. El complejo ESCRT-0 reconoce las proteinas
ubiquitinadas en la cara citosélica del endosoma o membrana del MBYV, separa las
proteinas en microdominios y se une a ESCRT-L, el cual a su vez recluta a ESCRT-II.
Ambos complejos inician la gemacion inversa de la ILV naciente dentro de los MVBs.
Ademais, RNAs y proteinas citosélicas tienen acceso directo al interior de las vesiculas en
formacién. Luego, ESCRT-II recluta a las subunidades de ESCRT-III en el cuello de la
ILV naciente, lo que resulta en el corte y liberacion como vesiculas libres. Las moléculas
de ubiquitina y las subunudades de ESCRT se liberan al citoplasma para ser recicladas.
Otras proteinas (como la proteina proteolipidica PLP) son dirigidas hacia las ILVs

independientemente de la maquinaria de ESCRT mediante microdominios tipo “raft”, los
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cuales son ricos en esfingolipidos, de los cuales se forman las ceramidas que inducen la
fusion de los microdominios y estimula la formacion de las IVLs. Las MBVs siguen dos
rutas: una secretora o una degradativa. En la secretora, se dirigen hacia la membrana
celular y se fusionan con la misma, liberando las ILVs ahora como exosomas. Por el
contrario, en la degradativa, los MVBs liberan las ILVs dentro de lisosomas. La ruta
lisosomal es crucial para limitar la sefializacion de receptores de factores de crecimiento
activados. Es posible que diferencias en los MVBs estén implicadas en el destino de los

mismos.
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Figura 1.3.1.3.4. Representacion de una célula eucartiética donde se muestra la via
endocitica y el origen mediante MVBs de los exosomas y el mecanismo de liberacion de las
microparticulas mediante la activacion de la calpaina y la escramblasa (Deolindo et al.,

2013).

La movilizacion de los exosomas hacia la membrana involucra al
citoesqueleto celular, sobre todo a los filamentos de actina y a la proteina
reguladora cortactina (Sinha et al., 2016). Una vez en contacto con la
membrana, se cree que el complejo de proteinas SNARE media en la fusion
con la membrana para la posterior secrecion de los exosomas (Zylbersztejn &
Galli, 2011). De hecho, la uniéon del complejo SNARE vesicular con el
complejo diana o t-SNARE provoca la formacion de un bucle de hélices
paralelas compuestas de 4 cadenas (complejo SNARE) con la posterior fusién

de las membranas (Cai et al., 2007; Zylbersztejn & Galli, 2011).
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A pesar de que la interaccion entre las VEs y las células ha sido
comprobada, el proceso de captura de los exosomas por parte de las células
receptoras no esta del todo claro. Por ejemplo, en el caso de las células
dendriticas se ha descrito que ocurre una endocitosis de los exosomas (Morelli
et al.,, 2004), mientras que en el caso de células fagociticas, se propone la
entrada mediante fagocitosis (Feng et al., 2010). En otros tipo de células se
cree que ocurre una fusion de membranas, con la participacion de los
microdominios “raft” de las membranas (del Conde et al., 2005; Parolini et
al., 2009) (Figura 1.3.1.3.5).

Se ha propuesto que, en cierto modo, el contacto VEs-célula se
asemeja al contacto virus-célula, donde ocurre un deslizamiento de la vesicula
sobre la membrana hasta encontrar el receptor adecuado (Taylor et al., 2011),
se lleva a cabo la fusion de las membranas y se forma un poro por donde las
VEs vacian su contenido al interior de la célula (Podbilewicz, 2014). A pesar
de esto, la mayoria de autores postulan que la captura de los exosomas se
produce por mecanismos que dependen de procesos activos energéticamente
dependientes, semejantes a la fagocitosis (Feng et al., 2010) (Nanbo et al.,
2013) o la macropinocitosis (Fitzner et al., 2011; Tian et al., 2014). Quizas el
mecanismo de entrada a las células esté relacionado con el origen de las VEs

y obviamente de la célula blanco.
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Figura 1.3.1.3.5. Mecanismos propuestos para la captura de las VEs por las células

receptoras: fusion de membranas (a) e ingreso de las VEs completas via endocitosis (b).
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Alternativamente, se ha propuesto que podria presentarse la unién de las VEs a la

membrana celular y provocar una respuesta de sefializacion celular (Edgar, 2016).

1.3.2. Funciones generales de las VEs

La secrecion de VEs se ha considerado como un mecanismo de
comunicacion intercelular (Schorey & Bhatnagar, 2008). Con el transcurso
del tiempo se revela cada vez mas la participacion de estas vesiculas en mas
procesos celulares y se evidencian numerosas funciones que van a depender
tanto de su composicion como del tipo celular que las forma (Schorey &
Bhatnagar, 2008). Dentro de las funciones mas destacadas de las VEs se
encuentran las siguientes:

e Secrecion alternativa de proteinas: se considera que las células liberan
VEs como una forma alternativa de secretar proteinas. De hecho, al
inicio del estudio de las VEs se llegd a considerar la liberacion de los
exosomas como una forma de eliminar aquellas proteinas ya no
funcionales durante los procesos de maduracion y diferenciacion
celular, en concreto en el caso de la maduracion de los reticulocitos
(Schorey & Bhatnagar, 2008), al demostrarse la pérdida del receptor
de transferrina en el proceso de maduracion de los eritrocitos en
ovejas (Johnstone et al., 1987). También se ha demostrado que
proteinas sin péptido sefial son secretadas por la célula dentro de
exosomas, asi como la secrecion de moléculas solubles (Schorey &
Bhatnagar, 2008).

e Presentacion de antigenos y supresion de la respuesta inmune: se ha
comprobado la liberacion de moléculas intactas de MHC 1II en los
exosomas secretados por lineas celulares de células B humanas y
murinas (Raposo & Stoorvogel, 2013) y que son capaces de transferir
antigenos de células tumorales a las células dendriticas, por lo que
participarian en la presentacion cruzada de antigenos (Wolfers et al.,
2001; Schorey & Bhatnagar, 2008). Ademas, los exosomas pueden

participar en la presentacion de antigenos tumorales a las células T
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sensibilizadas y promover el rechazo del tumor in vitro (Chen et al.,
2000).

Con respecto a la supresion de la respuesta inmune, se ha comprobado
que el empleo de exosomas de células dendriticas de médula osea del
haplotipo del donante antes de un trasplante produjo una mayor
supervivencia del aloinjerto de corazon en el modelo animal. Estudios
in vivo han demostrado un descenso significativo en el recuento de
células T CD4+ en el animal receptor tratado con exosomas, lo que
sugiere un efecto de inmunotolerancia (Péche et al., 2003). Se ha
comprobado la produccion de exosomas con actividad
antiinflamatoria (Kim et al., 2006), por lo que también se ha sugerido
que podrian ser empleados en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes.

Inflamacion: se ha comprobado que las VEs pueden estimular la
produccion de factor tisular y citoquinas proinflamatorias al activar a
las células diana (van der Pol et al., 2012). Por ejemplo, se ha visto
que las microparticulas de leucocitos polimorfonucleares estimulados
con N-formyl-Met-Leu-Phe son capaces de activar a las células
endoteliales al incrementar la fosforilacion de tirosina de la kinasa
INK, lo que resulta en la expresion y produccion del factor tisular
(factor tisular, factor tisular de tromboplastina o factor III es una
glicoproteina de membrana presente en los fibroblastos del endotelio
venoso y de monocitos) e IL-6 (Kim et al., 2006). También se ha
comprobado que las VEs afectan el proceso inflamatorio al trasferir
receptores de transporte y mediadores inflamatorios como la IL-1, la
cual carece de péptido senal (MacKenzie et al., 2001).

Transferencia de informaciéon genética: las VEs incluyen acidos
nucleicos en su composicion. Se ha comprobado el intercambio de
informacion genética a través de las VEs tanto en bacterias (Yaron et
al., 2000) como en células eucarioticas (van der Pol et al., 2012). Los

exosomas contienen mRNA y miRNA (Valadi et al., 2007), mRNA
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que puede ser traducido (van der Pol et al., 2012), por lo que es
biologicamente activo. El intercambio intercelular de miRNAs por las
vesiculas es capaz de afectar la regulacion post-transcripcional
(Montecalvo et al., 2012).

Crecimiento tumoral, metastasis y angiogénesis: se ha evidenciado
que los exosomas son capaces de transferir la actividad metastasica de
células tumorales altamente metastasicas a lineas celulares poco
mestastasicas in vitro debido a una transferencia de antigenos
funcionales, por lo que participan en la regulacion de las vias de
sefalizacion celular (van der Pol et al., 2012). Quizas los exosomas
pueden proteger a las células tumorales frente a los farmacos
antitumorales al capturarlos y disminuir la concentracion efectiva de
los mismos o al permitir el intercambio de transportadores de
farmacos entre células, contribuyendo posiblemente a la resistencia de
las células a dichas moléculas antitumorales (van der Pol et al., 2012).
Las VEs son capaces de promover el desarrollo vascular mediante el
control de vias de sefalizacion, la liberacion de enzimas que degradan
la matriz (Hakulinen et al., 2008) y la estimulacion de la angiogénesis
de forma directa (Taverna et al., 2012), ademas de la produccion y
liberacion del factor tisular (Uno et al., 2007).

Biomarcadores para diagnéstico: las investigaciones sobre el empleo
de las VEs como biomarcadores estan en aumento ya que las VEs son
liberadas por todo tipo de células y se pueden aislar dichas VEs de
practicamente cualquier fluido bioldgico. De hecho, se han detectado
proteinas asociadas con enfermedad renal en exosomas aislados de
orina (Pisitkun et al., 2006). Los exosomas resultan interesantes en el
diagnostico de cancer, sobre todo en el cancer de vejiga (van der Pol
et al., 2012) y de enfermedades infecciosas, pudiendo ser usadas para
conocer la efectividad de los tratamientos (van der Pol et al., 2012).
Vacunacion: el uso de exosomas como candidatos para vacunas ha

ganado mucho interés en el area de la inmunoterapia tumoral
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(Delcayre & Le Pecq, 2006). Exosomas derivados de tumores que
portan antigenos tumorales y moléculas del MHC I son capaces de
transferir antigenos tumorales a las células dendriticas e inducir una
respuesta inmune antitumoral dependiente de células T CD8+ (Yao et
al., 2013). Los exosomas aislados de células tumorales pueden tener
un amplio uso ya que se ha visto que aun aislados de diferentes
tumores son capaces de inhibir el crecimiento tumoral singeneico y
alogénico, lo que indica que dichos exosomas contienen algunos
antigenos tumorales (Wolfers et al., 2001). Resultados recientes
revelan que se puede aislar exosomas de células tumorales o de
células dendriticas puestas en contacto con antigenos tumorales para
presentar un inmundgeno capaz de inducir una respuesta inmune
efectiva, lo cual haria que se puedan considerar vacunas libres de
células (van der Pol et al., 2012) actualmente existen algunos estudios
de fase I completados. Estos mismos resultados se pueden aplicar en
algunas enfermedades infecciosas, ya que se ha visto que los
exosomas derivados de células dendriticas incubadas con taquizoitos
sonicados de Toxoplasma gondii son capaces de inducir una respuesta
protectora contra la infeccion frente a este parasito, al inducir
respuestas tanto humorales como celulares especificas a los antigenos
(Aline et al., 2004). Este tipo de estudios han dado resultados
positivos en el caso de infecciones frente a Mycobacterium bovis (Giri
y Schorey, 2008). Una revision sobre este tema ha sido publicada por
Devhare y Ray en 2017 (Devhare & Ray, 2017).

Ademas de todas las funciones anteriormente descritas, ha sido

comprobada la participacion de las VEs en la transferencia de morfogenos

y de los priones (Fevrier et al., 2004), asi como su rol en la adhesion

celular (Merten et al.,, 1999; Clayton et al., 2004), en el proceso de
coagulacion (Wolf, 1967; Dvorak et al., 1981; Bastida et al., 1984; Shet et
al., 2003; van Beers et al., 2009), funcion vascular (Vanwijk et al., 2002;
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Martin et al., 2004) y en la proteccion contra el estrés intracelular y

extracelular (Sims et al., 1988; Shedden et al., 2003), entre otras.

1.3.3. Las VEs en las enfermedades infecciosas con énfasis en las

enfermedades parasitarias

Las VEs han sido aisladas y caracterizadas en todas las clases de

patogenos, incluyendo virus, bacterias, hongos y parasitos (Schorey et al.,

2015) y pueden derivar del patogeno directamente o del hospedador infectado.

Virus: en este grupo, uno de los mas estudiados ha sido el VIH,
sobre todo aspectos que tienen que ver con el origen de la
gemacion viral y el papel de proteinas como las ESCRT durante
este proceso, ademas de la participacion de las VEs en el proceso
de patogénesis (Schorey et al., 2015). Se han detectado proteinas
de membrana del virus en exosomas de células T, el factor de
virulencia Nef (Campbell et al., 2008) y RNAs virales en las
exovesiculas obtenidas de los sobrenadantes de células T
infectadas (Narayanan et al., 2013). Con respecto a las VEs del
hospedador infectado, se ha comprobado la transferencia de
receptores de quimiocinas a las células blanco, lo que aumenta la
susceptibilidad a la infeccion por el virus (Rozmyslowicz et al.,
2003). Ademas del VIH, se han comprobado los efectos de VEs
en la infeccidon con virus de la familia de los herpesvirus como el
Epstein Barr, en especial a nivel del sistema inmune,
sospechandose su participacion en la patogénesis del cancer
(Chugh et al., 2013), en especial en la transferencia de miRNAs
capaces de inducir la represion de algunos genes diana del virus
(Pegtel et al., 2010). VEs procedentes de células infectadas con
citomegalovirus son capaces de aumentar la susceptibilidad de las
células a la infeccion por el mismo (Plazolles et al., 2011). De
igual forma las VEs procedentes de células infectadas con el virus

de la hepatitis C son capaces de aumentar la infectividad del virus
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en las células (Masciopinto et al., 2004) y en el caso del virus
herpes simplex, los exosomas generados por los cultivos
infectados pueden dirigir el transporte de HLA-DR a los MVBs,
limitando la cantidad del complejo MHC-péptido en la superficie
celular y con esto evadiendo la deteccion del virus por el sistema
inmune (Temme et al., 2010).

Hongos: la mayoria de estudios se han centrado en la liberacion
de los exosomas directamente de los cultivos de los hongos. Se ha
descrito la presencia de antigenos fungicos en exosomas de
Cryptococcus neoformans (Rodrigues et al., 2008), capaces de
activar los macrofagos y de inducir a que se produzcan altos
niveles de interleuquinas capaces de limitar la infeccion (Oliveira
et al.,, 2010). Por otra parte, otros estudios sugieren que estas
vesiculas son capaces de promover la virulencia del hongo
(Panepinto et al., 2009). La produccion de VEs de otras especies
como Malassezia sympodialis y Paracoccidioides brasiliensis
también han sido descritas (Schorey et al., 2015).

Bacterias: mucha de la informacion publicada con respecto a la
produccion de exosomas y sus funciones durante las infecciones
bacterianas proviene del estudio de las micobacterias (Schorey et
al., 2015). Se ha comprobado la presencia de PAMPs en VEs
secretadas por macrofagos infectados (Beatty et al., 2001) y que
estas células son capaces de liberar vesiculas que estimulan una
respuesta proinflamatoria en macréfagos no infectados
(Bhatnagar & Schorey, 2007). Los resultados obtenidos en las
infecciones con micobacterias sugieren que los exosomas
liberados por las células infectadas son capaces de promover el
reclutamiento y la activacion de células del sistema inmune tanto
in vitro como in vivo y que dichas VEs presentan un papel de
promover la respuesta inmune innata durante una infeccion con

estos microorganismos (Schorey et al., 2015). El estudio de VEs
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en bacterias se han llevado a cabo principalmente en Salmonella
sp., Bacillus anthracis, Chlamydia pneumoniae y C. trachomatis,
asi como en Streptococcus pneumoniae, entre otras (Schorey et
al., 2015).

Parasitos: los primeros estudios de VEs en parasitos se realizaron
empleando Toxoplasma gondii, un protozoo parasito del filo
Apicomplexa, donde se comprobd que los exosomas aislados de
células dendriticas cultivadas con proteinas del parasito eran
capaces de estimular una respuesta inmune protectora contra la
infeccion aguda y crénica al transferirlas dichas células a ratones,
obteniendo asi una respuesta especifica al antigeno y que incluye
un respuesta tanto humoral como celular (Aline et al., 2004). Los
resultados se acompafian del desarrollo de un nimero menor de
quistes tisulares en el cerebro (Beauvillain et al., 2007),
observandose como los monocitos humanos (la linea THP-1) eran
capaces de producir mediadores inflamatorios al ser estimuladas
por las células infectadas con el parasito (Beauvillain et al.,
2009).

La liberacion de VEs por Leishmania sp. también ha sido
ampliamente estudiada (Silverman & Reiner, 2011; Atayde et al.,
2016). De hecho, los estudios iniciales establecieron que los
exosomas derivados del parasito son un vehiculo para la secrecion
de proteinas y su captura por macrofagos (Silverman et al.,
2010a), por lo que se propuso que la liberacion de exosomas
constituia un mecanismo de entrega directa de moléculas del
parasito a estas células (Schorey et al., 2015). Ademas, los
exosomas del parésito son capaces de suprimir la respuesta
inmune (Silverman et al., 2010a) y recientemente se ha publicado
que las VEs de Leishmania sp. constituirian las envolturas virales
de virus especificos de las cepas del protozoo, lo que facilitaria la

transmision de los virus especificos LRV1 del protozoo productor
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de la Leishmaniosis mucocutanea, aumentando la infectividad en
el hospedador vertebrado (Atayde et al., 2019). Para el caso de
Plasmodium sp., las investigaciones se han enfocado en comparar
los exosomas derivados del hospedador versus los producidos por
el parasito (Schorey et al., 2015). Se ha visto que los exosomas
aislados de la sangre de ratones infectados con P. yoelii portan
proteinas del parasito y son capaces de generar proteccion en los
animales al estimular la produccion de IgGs especificas (Martin
Jaular et al., 2011). En el caso de P. falciparum y P. vivax, los
estudios han sido mas limitados ya que son especies que infectan
eritrocitos maduros, los cuales carecen de MVBs (Schorey et al.,
2015); sin embargo, estas especies al infectar reticulocitos son
capaces también de liberar exosomas. En una infecciéon por P.
falciparum, se ha comprobado que los exosomas aumentan la
infectividad al contener proteinas que promueven la invasion de
los glébulos rojos, como la EBA-175 y EBA-181 (Mantel et al.,
2013), mientras que los ectosomas son capaces de modular la
respuesta inmune al estimular una respuesta proinflamatoria,
asociada con la patologia de la enfermedad (Barteneva et al.,
2013). Otros parasitos en los que se han estudiado las VEs
incluyen a FEimeria tenella (del Cacho et al., 2011),
Cryptosporidium parvum (Hu et al.,, 2013), Trichomonas
vaginalis (Twu et al., 2013) y Giardia intestinalis (Evans Osses et
al., 2017). En el caso de los tripanosomas, Trypanosoma brucei
produce VEs capaces de transferir tanto la proteina asociada con
la resistencia al suero SRA, importante en la resistencia del
parasito frente a la respuesta inmune innata, como lipidos y
proteinas del parasito a los eritrocitos, con la consecuente
generacion de alteraciones en la membrana e induccion de anemia

(Harrington et al., 2016). El estudio de las VEs secretadas por las
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diferentes fases del parasito 7. cruzi es bastante amplio y se
comentara mas adelante.

Ademas de estos parasitos protozoos, las investigaciones sobre las
VEs en parasitos abarca a los helmintos, sobre todo al nematodo
Heligmosomoides polygyrus (Buck et al., 2014) y a los
trematodos Echinostoma caproni 'y Fasciola hepatica (Trelis et
al., 2012), comprobandose la presencia de miRNAs en el primero
y la captura de las vesiculas por las células del hospedador junto
la secrecion de proteinas atipicas en las VEs en los segundos
(Trelis et al., 2012). Es importante destacar que el estudio de las
VEs en el contexto de las infecciones parasitarias es complicado
debido a que ambos, el patéogeno y el hospedador, liberan
vesiculas al ambiente extracelular que tienen un rol en la
patogénesis de la enfermedad, aun cuando apenas se esta
iniciando con la determinacion de las funciones especificas de los

mismos en los procesos patogénicos (Schorey et al., 2015).

1.3.4. Las VEs de Trypanosoma cruzi

La invasion celular por protozoos parasitos requiere la interaccion de
proteinas de ambos, el parasito y el hospedador (Borges et al., 2016), como ya
ha sido comentado. Al ser capaz 7. cruzi de establecer infecciones cronicas, se
demuestra su capacidad para evadir la respuesta inmune (Borges et al., 2016).
A la fecha, los estudios relacionados con las VEs de este parasito confirman
que el “cargo” que llevan promueve, ademas de la evasion de la respuesta
inmune, la invasion celular del parasito y la modulaciéon de la infeccion
(Borges et al., 2016), al ser capaces de alterar el contenido de las VEs
derivadas de las células, favoreciendo su perpetuacion dentro del hospedador
(Borges et al., 2016).

La primera publicacion que hace referencia al aislamiento de VEs de
T. cruzi, especificamente de vesiculas de membrana, se remonta al afio 1979,

cuando da Silveira y colaboradores descubrieron la secrecion de vesiculas
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lisas y membranosas por epimastigotes de la cepa Y en fase exponencial
tardia de crecimiento (80 a 100 horas de incubacion) (da Silveira et al., 1979),
inducida por acetato, ptalato, acido citrico y a pH 4. Doce afios después,
Gongalves y colaboradores describieron la liberacion espontanea de antigenos
de superficie en vesiculas de membrana de 20 a 80 nm de diametro, a partir de
las formas tripomastigotas derivadas de cultivo celular, un fenémeno que
resulté dependiente de la temperatura y el tiempo de incubacion (Gongalves et
al., 1991).

En el afio 2009, Trocoli Torrecilhas y colaboradores describieron la
composicion de las vesiculas de membrana secretadas por tripomastigotes de
la cepa Y, la cual incluia lipidos, Tc-85 y trans-sialidasas (Trocoli Torrecilhas
et al., 2009), proteinas importantes durante el proceso de invasion del
parasito. Ademas, en ese mismo estudio, los autores evidenciaron que, al
incubar las células con estas vesiculas se observaba fluorescencia dentro de
las células durante los primeros 5 a 15 minutos de la incubacion,
comprobandose asi su captura por parte de las células. Al realizar ensayos en
animales de laboratorio inoculados con dichas vesiculas, también
determinaron aumentos en los niveles de parasitemia, areas de inflamacion
mas amplias, la presencia de mas nidos chagasicos y células T CD4+ y
macrofagos en los infiltrados del corazon, junto con una expresion disminuida
de iNOS (Trocoli Torrecilhas et al., 2009). Los resultados en este estudio
demostraron que las vesiculas inyectadas en los animales fueron capaces de
incrementar el parasitismo en el corazon al aumentar la produccion de IL-4 e
IL-10, pero no fueron capaces por si solas de causar la muerte de los animales.
Estos resultados reflejan la capacidad de las vesiculas de modificar el
microambiente tisular rapidamente, al interactuar con las células del
hospedador (Trocoli Torrecilhas et al., 2009). Es importante sefialar la
presencia de las trans-sialidasas en las VEs ya que se cree que estas enzimas
pueden estar implicadas en el incremento de la parasitemia y las mayores
tasas de mortalidad observadas en los animales infectados, ademas de

promover la apoptosis de las células del sistema inmune al inducir la
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sialilacion de la membrana en las células del hospedador (Mucci et al., 2006),
interactuar con el CD43 de las células T (Todeschini et al., 2002) y provocar
la disminucion del recuento plaquetas durante la fase aguda de la enfermedad
(Tribulatti et al., 2005).

En el afio 2012, Cestari y colaboradores confirmaron que los
tripomastigotes metaciclicos de la cepa Silvio X10/6 de T. cruzi eran capaces
liberar microvesiculas a partir de las células del torrente sanguineo en las
primeras etapas de la infeccion, las cuales formaban un complejo en la
superficie del parasito con la C3 convertasa del complemento, lo que inhibe la
accion del complemento y con esto se favorece la supervivencia del parasito
(Cestari et al., 2012). Ademas, los autores indicaron que las microvesiculas
liberadas por los  monocitos y linfocitos que portan citoquinas
inmunomoduladoras como el TGF- eran capaces de promover la invasion del
parasito a las células y con esto evadir el ataque del complemento (Cestari et
al., 2012). Con respecto a la parasitemia, los resultados de estos
investigadores coinciden con los de Trocoli Torrecilhas y colaboradores, al
reportar niveles mas altos de parasitacion en aquellas células previamente
incubadas con las vesiculas, confirmando la participacion de las mismas en la
evasion de la respuesta inmune al inducir en las células del hospedador la
liberacion de microvesiculas capaces de inhibir la lisis mediada por
complemento. Posteriormente, Bayer Santos y colaboradores realizaron un
analisis protedémico del secretoma y evidenciaron la presencia de
aproximadamente 367 proteinas (Bayer Santos et al., 2013). Dichas proteinas
aparecen asociadas a aspectos relacionados con el metabolismo, sefializacion,
transportadores, oxidacidon-reduccion, union a acidos nucleico, metabolismo
de carbohidratos, supervivencia y virulencia del parasito (Bayer Santos et al.,
2013).

La transferencia de los RNAs pequefios incluidos en VEs de T. cruzi
se confirm6 en 2014, cuando Bayer Santos y colaboradores analizaron el
contenido de las VEs de epimastigotes en fase exponencial de crecimiento y

las excretadas por tripomastigotes metaciclicos del clon DM28c, demostrando
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que la expresion de estos RNAs varia entre las diferentes fases del parasito, lo
que sugiere que podrian trabajar como potenciales reguladores de diferentes
funciones celulares. Los autores llegaron a especular sobre la posibilidad de
que ocurra un intercambio de material genético entre parasitos o entre
parasitos y células mediante la participacion de dichas exovesiculas (Bayer
Santos et al.,, 2014). Ese mismo afio, Garcia Silva y colaboradores
comprobaron la secrecion de RNAs pequefios derivados de tRNA y rRNA en
vesiculas extracelulares, los cuales resultaron completamente funcionales, y
que podrian participar en la metaciclogénesis del parasito y en la
susceptibilidad a la infeccion, aspecto importante para los mecanismos de la
comunicacion parasito-parasito y parasito-célula (Garcia Silva et al., 2014a).
Al analizar los cambios en la expresion génica en células HeLa incubadas con
VEs de epimastigotes del clon DM28c del parasito, los autores evidenciaron
la influencia en la expresion de los genes implicados en el citoesqueleto de las
células, la matriz extracelular y la respuesta inmune, sugiriendo la posibilidad
de que las vesiculas secretadas por el parasito pueden ser importantes actores
en los eventos tempranos de la interaccion parasito-hospedador (Garcia Silva
etal., 2014b).

Comparaciones entre las VEs de diferentes cepas del parasito se han
llevado a cabo por otros autores donde, por ejemplo, se han caracterizado las
actividades fosfatasa (4cida y alcalina) en los de tripomastigotes de las cepas
Y y CL Brener, consideradas como las cepas que representan los “polos
opuestos del espectro” de acuerdo a su comportamiento in vitro € in vivo
(Neves et al., 2014). Los resultados de los analisis sugieren ademas que las
vesiculas liberadas por la cepa Y derivan principalmente de la superficie
celular y que la actividad fosfatasa participa en el aumento de la adhesion del
parasito a las células, mientras que la cepa CL Brener secreta exosomas
principalmente y la actividad fosfatasa esta involucrada en los incrementos en
las infecciones celulares (Neves et al., 2014)

En el afio 2016, Ramirez y colaboradores demostraron por primera

vez la interaccion de las VEs de T. cruzi con las membranas de la célula
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hospedadora y comprobaron que las VEs de diferentes fases del parasito eran
capaces de estimular la liberacion de VEs a partir de células THP-1, una linea
celular monocitica humana (Ramirez et al., 2016). Con estos resultados se
concluy6 que las VEs liberadas por el parasito eran capaces de modificar las
funciones de la célula diana, al llevar factores del complemento, citoquinas,
péptidos, miRNAs y otras biomoléculas y que su composicion depende
directamente de la fase del parasito que las libera (Ramirez et al., 2016). Este
es el primer estudio en el que se realiza el aislamiento de las VEs a partir de
sueros de pacientes chagasicos y se detectd un patrén de moléculas diferente
entre pacientes con manifestaciones cardiacas o en fase indeterminada, lo que
indicaria la existencia de marcadores especificos asociados con el diagndstico
diferencial entre las fases de la enfermedad (Ramirez et al., 2016). En el afio
2017, Diaz Lozano y colaboradores comprobaron la formacion de
inmunocomplejos con VEs de T. cruzi e 1gGs anti-MASPs (péptido sefial) en
pacientes con diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad y
demostraron que las exovesiculas eran capaces de inhibir la accion del
complemento, ademas de participar en la generacion de una respuesta

humoral en pacientes con patologias digestivas (Diaz Lozano et al., 2017).

1.3.4.1. “Cargo” de proteinas de las VEs de T. cruzi y sus funciones

De forma general, se puede indicar que las VEs de 7. cruzi contienen
el siguiente “cargo” de proteinas, con funciones variables segun la fase del
parasito (Figura 1.3.4.1):

e Proteinas como la TcPIWI-tryp: podria estar asociada con Ila
induccion de la metaciclogénesis y la susceptibilidad de las células a
la infeccion (Fernandez Calero et al., 2015).

e Familias de proteinas como la TcSMP: involucradas en Ila
sefalizacion de calcio y la movilizacion de los lisosomas hacia la
membrana celular (Bautista Lopez et al., 2017).

e Cruzipaina: proteina presente en las VEs que se encuentra en todas

las fases del parasito, siendo mas abundante en las formas replicativas
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(se ubica en los reservosomas de los epimastigotes y se asocia a la
membrana mediante un anclaje de GPI en los amastigotes) (Borges et
al., 2016). Esta proteina es fundamental para 7. cruzi ya que
promueve la penetracion de los tripomastigotes en las células a través
de la proteodlisis del kininégeno o mediante la conversion de
prekalicreina a kalicreina, para que después se genere el péptido
proinflamatorio (Lys-bradikinina) que interactia con los receptores
B2 e induce un incremento en la concentracion intracelular de Ca*"
(del Nery et al., 1997; Scharfstein et al., 2000). Este incremento
resulta fundamental para el reclutamiento de los lisosomas y su fusion
con la membrana celular, evento que antecede la formacion de la
vacuola parasitofora (Aparicio et al., 2004). Ademas de su
participacién en el proceso de invasion, la cruzipaina se considera
importante durante el desarrollo intracelular del parasito y en el
proceso de metaciclogénesis, al igual que en la interaccion con el
hospedador invertebrado (Ferrao et al., 2015) y en la evasién de la
respuesta inmune, al ser capaz de digerir las regiones bisagra de todas
las subclases de IgGs (Berasain et al., 2003).

Glicoproteinas de la superfamilia de gp85/frans-sialidasas y mucinas:
la gp85 participa en la adhesion del parasito a la célula al unirse a la
proteina de los filamentos intermedios CK 18, que activa la cascada
de sefalizacion de ERK1/2, via que permite la entrada de los parasitos
a las células al promover la desfosforilacion de CK 18 y con esto el
desensamblaje de los filamentos (Magdesian et al., 2007).

Proteinas SAP: la region carboxi-terminal de estas proteinas es capaz
de interactuar con las membranas de las células hospedadoras e
inducir la exocitosis de los lisosomas para formar la vacuola
parasitofora, al incrementar los niveles intracelulares de calcio como
lo hace la gp82 (Zanforlin et al., 2013). Estas proteinas estan descritas
en VEs de epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos (Borges et al.,

2016).

55



Introduccion

Gp82: molécula de adhesion implicada en la invasion en cepas
altamente infectantes (Ramirez et al., 1993) que interactiia con la
PLC, la cual genera IP3, implicado en la movilizacion de calcio desde
el reticulo endoplasmico (Yoshida et al., 2000; Yoshida, 2006),
movilizacion que lleva a la reorganizacion del citoesqueleto,
facilitando el proceso de invasion (Dorta et al., 1995; Rodriguez et al.,
1996; Martins et al., 2011).

Familia de proteinas MASPs: la region C-terminal de la familia de
proteinas MASPs inmaduras esta presentes en las VEs liberadas por
las formas tripomastigotas de 7. cruzi (de Pablos et al., 2016) y se ha
visto que son capaces de inhibir la lisis mediada por complemento
(Diaz Lozano et al., 2017; Wyllie & Ramirez, 2017). De igual manera
se ha visto que portan las proteinas MASPs con la region N terminal o
péptido sefial de dichas proteinas inmaduras, lo que sugiere que la
presencia de estas proteinas no procesadas responderia a un estrés del
reticulo endoplasmatico al no haber procesado dichas partes por el
proteasoma del parasito. La region N terminal o péptido sefial forma
parte de los antigenos capaces de producir los inmunocomplejos con
anticuerpos IgG anti-MASPs presentes en los exosomas circulantes en
el suero de pacientes con las diferentes manifestaciones clinicas de la
fase cronica de la enfermedad (Diaz Lozano et al., 2017).

De hecho, se conoce que la via de las lectinas en la principal via del
complemento que inhiben las VEs y que la respuesta a esta lisis
mediada por complemento varia entre las cepas y es dependiente de la
misma (las VEs de una cepa no afectan la resistencia al complemento
ni el proceso de invasion de parasitos de otra cepa) (Wyllie &
Ramirez, 2017). En relaciéon con la respuesta inmune, Chodhury y
colaboradores determinaron que las microparticulas generadasrante
una infeccion con 7. cruzi portan informacion sobre el estado
inflamatorio/oxidativo del hospedador y son importantes porque

revelan informacion sobre la progresion de la enfermedad, pudiendo
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ser empleadas para evaluar la severidad de la enfermedad y la eficacia

de terapias durante la fase cronica de la enfermedad (Chowdhury et

al., 2017).
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Figura 1.3.4.1. Mecanismos de accion de algunas proteinas de 7. cruzi secretadas en las
VEs (Borges et al., 2016).

A pesar de que las VEs de T. cruzi han sido ampliamente investigadas
durante afios, se conoce muy poco sobre su capacidad para modular las
condiciones fisiologicas de las células hospedadoras, importante para explicar
sobre todo los pasos previos a la invasion del parasito. Borges y colaboradores
concluyeron que la maquinaria involucrada en los procesos en los que
participan las VEs del parasito, asi como la magnitud de la actividad
moduladora de estas vesiculas sobre las células no estd del todo bien
explicada (Borges et al., 2016).

Con los resultados derivados de la investigacion llevada a cabo con
esta Tesis Doctoral se ha pretendido dilucidar algunos de los procesos
celulares que podrian ser inducidos por las VEs del parasito. De igual manera,
se ha realizado la caracterizacion de la estructura y propiedades mecanicas de

estas VEs e inmunocomplejos formados por las mismas, incluyendo algunos
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ensayos de biodistribuciéon como paso previo a otras investigaciones. Para
finalizar, se ha comparado el proteoma de las VEs aisladas de diferentes fases

biologicas del parasito de la cepa Pan4 de 7. cruzi.
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2. Justificacion y objetivos

La comunicacion intercelular y el estudio del interactoma en
particular han cobrado una enorme importancia en la investigacion de los
ultimos afios, con el fin de poder dar una explicacion a los mecanismos de
comunicacion intercelular y la modulacion que ejercen unas células sobre las
otras. Dicha comunicacion, en muchas ocasiones llevada a cabo en tejidos y
células muy distantes de las células que inducen la modulacion, se realiza
mediante el denominado secretoma celular, donde las células, ademas de la
liberacion de proteinas y otros factores solubles, secretan una serie de
exovesiculas rodeadas de componentes lipidicos, de diferentes tamafios y
capaces de fusionarse con las membranas de las células blanco a las que
modulan. Entre estas vesiculas se encuentran los cuerpos apoptoticos, los
ectosomas y los exosomas, todas ellas de diferente origen y liberadas por las
células mediante mecanismos activos en los que interviene el reticulo
endoplasmatico o las membranas celulares. Dichas exovesiculas rodeadas por
membranas citoplasmaticas portan, entre otros componentes, proteinas y
acidos nucleicos responsables de la modulacion antes mencionada.

La enfermedad de Chagas, como ya se ha indicado, es causada por el
protozoo Trypanosoma cruzi, un parasito intracelular obligado capaz de
multiplicarse en el citoplasma celular. La enfermedad cursa con dos fases: una
aguda, donde el parasito estda presente en sangre tras los ciclos de
multiplicacion celulares y una fase cronica, donde se restringe a “nichos de
parasitacion tisular” y aparecen las denominadas “patias”, que se manifiestan
como dafios a nivel de érganos como el corazon o del aparato digestivo y que
limitan la calidad de vida de los enfermos o les causan la muerte. Las causas
reales de estas “patias” se desconocen, habiéndose atribuido a diferentes
procesos como la produccion de “toxinas” por parte del parasito; la
generacion de autoanticuerpos que alteran la funcionalidad nerviosa al afectar

la inervacion de los diferentes 6rganos, con pérdida de la contractibilidad y
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que originaria la dilatacion de los mismos; o la persistencia del parasito en
pequeiios focos dentro de tejidos especificos conocida como “hipotesis de la
persistencia” y que da lugar a una reactividad inflamatoria cronica. En todas
estas hipotesis, la participacion de las VEs es factible. Sin embargo, todavia se
desconoce como el parasito es capaz de persistir o los factores liberados por el
protozoo que influencian su dinamica y dafio en tejidos durante la infeccion
cronica. Para responder a estas preguntas, la hipotesis de trabajo de nuestro
grupo de investigacion se ha centrado en el papel de las vesiculas
extracelulares o exovesiculas como parte esencial en la supervivencia y la
patologia de T. cruzi, enfocandonos en la forma en la que dichas exovesiculas
alteran la fisiologia celular para permitir tanto la entrada del parasito a su

célula o su distribucion tisular dependiendo de las cepas del parasito.

2.1. Objetivo general

Determinar el efecto de las VEs de las formas infectivas
tripomastigotes de la cepa Pan4 de Trypanosoma cruzi en la fisiologia celular,
con especial énfasis en las alteraciones celulares que facilitan el proceso de
invasion por parte de las formas infectantes y las consecuencias que esto
conlleva en la biologia de la célula, ademas de caracterizar las VEs con
respecto a su estructura, propiedades mecanicas, la biodistribucién en los
tejidos de animales, determinar su carga proteica y las diferencias entre los
proteomas de VEs secretadas por las formas tripomastigotas infectantes y las
formas epimastigotas propias del insecto vector, no infectivas para las células

de los mamiferos.

2.2. Objetivos especificos

1. Ponmer a punto, aislar y caracterizar mediante microscopia electronica y
microscopia de fuerza atomica, las vesiculas extracelulares de las formas
tripomastigotas infectantes de la cepa Pan4 de 7. cruzi, asi como analizar

mediante “nanoparticle tracking analysis” y “dynamic light scattering” el
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tamafio y homogeneidad de las poblaciones de VEs aisladas y detectar

marcadores del parasito en estas VEs mediante Western blot.

Evaluar la influencia y especificidad del efecto de las VEs de T. cruzi
Pan4 sobre cultivos celulares, al realizar infecciones con otras cepas de
T. cruzi y con otra especie de protozoo de desarrollo intracelular
obligado como Toxoplasma gondii y al incubar con VEs de otros
origenes, ademas de determinar la naturaleza de los componentes de las

VEs de T. cruzi involucradas en la interaccion VEs-célula.

Evidenciar las modificaciones fisiologicas celulares ejercidas por las
VEs de las formas infectantes de T. cruzi Pan4 sobre la permeabilizacion
celular, la movilizacion intracelular de Ca*', el citoesqueleto, el ciclo

celular y en los procesos de apoptosis/necrosis.

Determinar los niveles de expresion de los genes RhoA, Racl y Cdc42 'y
el nivel de fosforilacion de la proteina RhoA en células incubadas con
VEs de T. cruzi , como posible explicacion de las modificaciones

celulares inducidas por las VEs.

Caracterizar y determinar mediante microscopia de fuerza atéomica las
propiedades mecanicas como rigidez, modulo de elasticidad longitudinal
o modulo de Young y adhesion de las VEs de las formas tripomastigotas
y de los inmunocomplejos formados in vitro al incubar 1gGs anti-7.cruzi

purificadas con las VEs de T. cruzi.

Evaluar mediante el sistema de analisis de imagenes IVIS Ia
biodistribucion en los diferentes o6rganos de las VEs de tripomastigotes
de T. cruzi e inmunocomplejos VEs-IgGs anti-T. cruzi inoculados en

animales.
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7.  Analizar y comparar el proteoma de las VEs procedentes de los

tripomastigotes y de las formas epimastigotas de 7. cruzi Pan4.

64



3. Materiales y métodos






Materiales y métodos

3. Materiales y métodos

3.1. Cultivo de células

Para realizar la mayoria de los estudios de esta Tesis Doctoral,
includos los experimentos de infectividad, la obtencion de las formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi derivadas de los cultivos celulares y los
estudios fisiologicos y bioquimicos, se utilizé la linea celular Vero (ATCC
CCL-81), una linea de células epiteliales de rifion de mono verde africano,
proporcionada por el banco de lineas celulares del Centro de Instrumentacion
Cientifica de la Universidad de Granada.

Para otros estudios se emple¢ la linea celular NIH/3T3 (ATCC CRL-
1658), una linea de fibroblastos de origen murino. Esta linea celular también
fue proporcionada por el banco de lineas celulares del Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

En el caso de los experimentos de evaluacion de la permeabilizacion
celular, se utilizo la linea celular HL-1, una linea derivada de cardiomiocitos
atriales murinos, proporcionada por el Dr. F.E. Barallem y la Dra. E.
Hernandez del Centro Internacional de Ingenieria Genética y Biotecnologia

(ICGEB, por sus siglas en inglés) en Trieste, Italia.

3.1.1. Cultivo de células Vero y NIH/3T3

El cultivo de células Vero y células NIH/3T3 se realizé en frascos
NUNC® de 75 cm’ de superficie (Thermo Fisher Scientific, EEUU)
cultivadas, en medio MEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino
previamente descomplementado por calentamiento a 56°C durante 30 minutos
(SFBI) (Gibco, EEUU) y suplementado con antibioticos (penicilina 100 U/mL
y estreptomicina 100 pg/mL).

Las células fueron cultivadas a 37°C en atmosfera humeda

enrriquecida con un 5% de CO,. Cuando las células alcanzaron la monocapa,
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el cultivo se prepar6 para llevar a cabo los subcultivos. Para esto, los frascos
con c¢lulas se tripsinizaron con una solucién de tripsina 0.05%/EDTA 0.02%.
Para llevar a cabo dicha tripsinizacion, se retirdé el medio de cultivo de los
frascos y se lavaron tres veces con PBS estéril, con el fin de retirar los iones
calcio y magnesio del medio de cultivo. Posteriormente, se les agregd un
volumen de la solucion de tripsina 0.05%/EDTA 0.02% que permitiera cubrir
la superficie de los frascos. Los frascos con células se incubaron durante 5-10
minutos a 37°C, con el fin de despegar las células de la superficie de
crecimiento. Posteriormente, se agregaron 5 mL de medio MEM con SFBI
para inactivar la tripsina y la suspension con las células se coloco en tubos
conicos de 15 mL, los cuales fueron centrifugados a 500 xg por 5 minutos
para obtener el botoén de células. Este boton de células se lavo una vez con
PBS estéril, las células se resuspendieron en medio MEM suplementado con
10% de SFBI y antibidticos y fueron sembradas en frascos NUNC® de 75
cm’ de superficie. La observacién de los cultivos celulares se realizd

diariamente.

3.1.2. Cultivo de células HL-1

La linea celular HL-1 es una linea de cardiomiocitos murinos capaz
de mantener sus propiedades morfoldgicas, bioquimicas y electrofisiologicas
in vitro, asi como su capacidad contractil (Claycomb et al., 1998). Estas
células se cultivaron en frascos NUNC® de 25 cm® de superficie (Thermo
Fisher Scientific, EEUU) con medio Claycomb (Sigma Aldrich, EEUU)
suplementado con 10% de SFBI, norepinefrina 0.1 mM, L-glutamina 2 mM y
antibioticos (penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL) bajo las
mismas condiciones de cultivo e incubacion de las células Vero. El medio de
cultivo se cambio diariamente y el proceso de tripsinizacion se realizo tal

como se describid anteriormente.
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3.1.3. Sincronizacion del ciclo celular

Antes de realizar los experimentos con células, asi como previo a las
infecciones celulares con las formas infectantes del parésito, se sincronizo el
ciclo celular en la fase S siguiendo el protocolo descrito por Osuna y
colaboradores (1984) (Osuna et al., 1984). Para ¢llo, las células se incubaron
durante 12 horas con el medio de cultivo al cual se le agregd timidina a una
concentracion 25 mM (Sigma Aldrich, EEUU). Transcurrido este tiempo, las
células se lavaron con PBS estéril y se mantuvieron en medio de cultivo sin
timidina, suplementado con SFBI y antibidticos, durante al menos una hora

antes de iniciar los experimentos.

3.2. Cepas de parasitos

Los experimentos se realizaron utilizando la cepa Pan4 de
Trypanosoma cruzi (Tc la + 1d) (Cura et al., 2010), una cepa aislada de un
paciente de la comunidad de Burunga (Panamd) en 2004 y donada al
laboratorio por la profesora A. Ying de la Universidad de Panama. En algunos
experimentos se empled la cepa 4162 de T. cruzi (Tc IV), donada al
laboratorio por el Dr. A. Schijman del Instituto de Investigaciones en
Ingenieria  Genética y Biologia Molecular-Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas (INGEBI-CONICET) de Buenos Aires, Argentina.

Las formas del parasito usadas en la mayor parte de los experimentos
fueron las formas tripomastigotas derivadas de cultivos en células y formas
epimastigotas, estas ultimas empleadas en los ensayos de microscopia de
fuerza atomica, protedmica y para obtener las formas metaciclicas para iniciar
los cultivos celulares y obtener los tripomastigotes derivados de cultivos
celulares de forma continua.

Las formas tripomastigotas se obtuvieron a partir de cultivos en
células Vero después de su infeccion con tripomastigotes metaciciclos, como
se detallard mas adelante. Estas formas infectantes se obtuvieron mediante la

induccion de la metaciclogénesis en las formas epimastigotes.
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Los cultivos de epimastigotes se llevaron a cabo a 28°C en medio LIT
suplementado con 10% SFBI. Estas formas no infectivas se mantuvieron en

fase exponencial de crecimiento mediante resiembras cada 4 a 5 dias.

3.2.1. Metaciclogénesis in vitro de epimastigotes de 7. cruzi

La obtencion de tripomastigotes metaciclicos de la cepa Pan4 de T.
cruzi fue posible mediante la induccion de la diferenciacion in vitro de los
epimastigotes, empleando la metodologia descrita por Osuna et al. (1979)
(Osuna et al., 1979). Brevemente, se partié de un cultivo de epimastigotes en
fase exponencial de crecimiento, el cual se centrifugé a 500 xg durante 5
minutos para obtener un boton de parasitos y eliminar el sobrenadante. Se
realizd un recuento de parasitos empleando la camara de Neubauer,
ajustandose la concentracion a 1x10° parasitos/mL. Estos epimastigotes se
sembraron en frascos NUNC® de 25 cm® con 5 mL de medio Grace
modificado (Gibco, EEUU) y los cultivos se mantuvieron a 28°C sin
agitacion, hasta que se obtuvo una tasa de transformacion de
aproximadamente el 90% (a los 7 dias del cultivo). El sobrenadante con los
parasitos se colocd en tubos conicos de 15 mL y se centrifugd a 1000 xg
durante 5 minutos para obtener el boton con los tripomastigotes metaciclicos,
el cual se lavo tres veces con PBS estéril, centrifugandose de la misma forma.
Finalmente, el boton se resuspendié en 1 mL de medio MEM sin SFBI para
llevar a cabo las infecciones de las células Vero.

En el caso de la transformacion de epimastigotes de la cepa 4162 de
T. cruzi, se trabajo con parasitos en la fase logaritmica de crecimiento, los
cuales se cultivaron de la misma forma que la descrita para la cepa Pan4 de T.
cruzi. En este caso, 5x10° formas se colocaron en frascos NUNC® de 25 cm’
con 5 mL de medio TAU, se incubaron durante 2 horas a 28°C, segin lo
descrito por Contreras y colaboradores en 1988 (Contreras et al., 1988).
Posteriormente, los parasitos se diluyeron a 1x10” epimastigotes, se colocaron
en 5 mL de medio TAU3AAG donde se incubaron durante 72 horas a 28°C,

tiempo en el que se evalud la tasa de transformacioén de los parasitos. El
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sobrenadante con los tripomastigotes metaciclicos se coloco en tubos conicos
de 15 mL y se centrifugé a 1000 xg durante 5 minutos para obtener un botén
que se lavo tres veces con PBS estéril y se resuspendio en 1 mL de medio

MEM sin SFBI para ser utilizado en las infecciones de las células Vero.

3.2.2. Infeccion de células Vero con tripomastigotes metaciclicos de 7.
cruzi

La infeccién de las células Vero se realizd incubando cultivos
semiconfluentes de células Vero, previamente sincronizadas, con los
tripomastigotes metaciclicos obtenidos tal como se describié en el apartado
anterior. Brevemente, los frascos con las células sincronizadas se lavaron tres
veces con PBS estéril, se les adicionaron los tripomastigotes metaciclicos
lavados y resuspendidos en medio MEM sin SFBI en una relacion 10:1
(parésitos: célula). Después de 24 horas de incubacion, se retird el medio de
cultivo, las células se lavaron tres veces con PBS estéril y se les agregd el
medio MEM con 10% de SFBI y antibioticos. Estos cultivos se mantuvieron
en la incubadora a 37°C y 5% CO,, con adicion de medio de cultivo cada 2-3
dias, hasta que se observaran formas de tripomastigotes en el sobrenadante. A
partir de ese momento, el sobrenadante con tripomastigotes se recolectd todos
los dias durante quince dias, con el fin de obtener los parasitos para realizar el

aislamiento y purificacion de las vesiculas extracelulares diariamente.

3.3. Aislamiento y purificacion de las vesiculas extracelulares

o exovesiculas de tripomastigotes y epimastigotes de 7. cruzi
El método que se selecciono para el aislamiento y purificacion de las
VE:s fue la centrifugacion diferencial, técnica considerada como el estandar de
oro y una de las mas empleadas y reportadas para el aislamiento de exosomas
(Lietal., 2017).
Previo al proceso de centrifugacion diferencial, los tubos empleados

se lavaron durante 4 horas con una solucion de peroxido de hidrogeno al 30%
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para eliminar la existencia de contaminacion bacteriana y de posibles
endotoxinas (Silverman et al., 2010a; 2010b). Después de este tratamiento, los
tubos fueron lavados con abundante agua destilada estéril y se sometieron a
un tratamiento de secado en camara de flujo laminar durante quince minutos.

En el caso de la obtencion de las VEs secretadas por los
tripomastigotes, se recolectaron los sobrenadantes de los cultivos celulares
infectados que se centrifugaron a 3500 xg durante 5 minutos, con el fin de
concentrar los parasitos en el boton. Después de esta centrifugacion, los
sobrenadantes se descartaron y los botones con los tripomastigotes se lavaron
4 veces con PBS estéril, centrifugandose bajo las mismas condiciones, con el
fin de eliminar los restos de SFBI y de medio. Posterior a los lavados, los
tripomastigotes se contaron en una camara de recuento de Neubauer,
ajustandose a una concentracion de 1x10’ parasitos que se colocaron en
frascos NUNC® de 25 cm? de superficie con 10 mL del medio empleado para
la obtenciéon de las VEs: RPMI con 25 mM de HEPES (Sigma Aldrich,
EEUU), suplementado con 10% de SFBI libre de VEs, pH 7.4, medio
tamponado que impide la disminucion del pH como consecuencia de la
liberacion de catabolitos. La eliminacion de las VEs del suero se realizo
previamente mediante centrifugacion diferencial, de la misma manera que se
describe mas adelante para la obtencion de las VEs de los parasitos, con la
diferencia de que en la ultima centrifugacion lo que se conserva es el
sobrenadante en vez del boton donde estan las exovesiculas. El cultivo en este
medio permite que se mantengan las formas tripomastigotas durante el tiempo
de incubacion, evitando asi que se desarrollen en formas “amastigote-like” o
en formas epimastigotas. Los frascos con los parasitos se incubaron a 37°C
durante 5 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion de las formas tripomastigotas,
el medio con los parasitos se centrifugd a 3500 xg durante 15 minutos a 4°C,
con el fin de eliminar los tripomastigotes y restos que pudiesen estar en el
medio de cultivo y trabajar con el sobrenadante donde se encuentran las VEs.

Una alicuota del boton de parasitos se tifid con azul tripadn y se realizd un

72



Materiales y métodos

recuento para evaluar la viabilidad de los tripomastigotes después de las 5
horas de incubacion. Al sobrenadante con las VEs se le agregd un cocktail de
inhibidores de proteasas libre de EDTA (Roche, Suiza) que se centrifugd a
17000 xg durante 30 minutos a 4°C para eliminar los cuerpos apoptoticos y
ectosomas grandes. El sobrenadante obtenido después de esta centrifugacion
se filtr6 con un filtro de tamafio de poro de 0.22 um (Sartorius, Alemania)
para eliminar particulas mayores de 220 nm, el que posteriormente se
centrifugd a 100000 xg durante 18 horas a 4°C para sedimentar las VEs. El
boton obtenido fue sometido a tres lavados de una hora a 100000 xg a 4°C
con PBS estéril con inhibidores de proteasas libre de EDTA (Roche, Suiza).
Finalmente, se resuspendi6 en 50 a 100 pL de PBS estéril con inhibidores de
proteasas como se describe en el paso anterior. La Figura 3.3 muestra un

esquema del protocolo de aislamiento de las VEs.

Pﬁ« RPMI+ 25 mM HEPES + 10 % SFBILibre de VEs
AR pH 74
P3' 37°C, 5 horas

—
C ___> ) 3 lavados conPBS +
ﬁ_ﬁ% Boton infubidores de proteasas
+ Cuantificacion de proteinas

1 hora, 100000 xg,
3500 xg. 15 minutos,
4°C
(MictoBCA)

4°C
Sobrenadante *MET
* NTA
—

—
G s? <> +DLs
— —
17000 xg. 30 minutos, 0.22 um 100000 xg, 18 horas,
4°C 4°C

Figura 3.3. Protocolo de aislamiento de VEs a partir de tripomastigotes de 7. cruzi.

En el caso de los epimastigotes, 1x10’ parasitos se colocaron en

frascos NUNC® de 25 cm® de superficie con 15 mL de medio LIT
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suplementado con 10% de SFBI, incubandose a 28°C durante 5 dias. Al sexto
dia, el medio de cultivo con los epimastigotes se centrifugéd a 300 xg durante 5
minutos. El botdén con los parasitos se lavo 4 veces con PBS estéril y los
parasitos se colocaron en frascos con 10 mL de medio LIT suplementado con
SBFI libre de exovesiculas como se ha descrito anteriormente, a 28°C durante
5 horas. Después de este tiempo, el aislamiento de las VEs se realizd como se
describio previamente para el aislamiento a partir de las formas
tripomastigotas.

El protocolo de aislamiento de VEs se realiz6 en una ultracentrifuga
Avanti J-301 (Beckman Coulter, EEUU) con el rotor JA-30.50 Ti. En el caso
de los lavados y la concentracion de los botones en microtubos, se utilizé una
ultracentrifuga Sorwal WX80 con el rotor Fiberlite™ F50L-24 x 1.5 Fixed-
Angle Rotor (Thermo Fisher Scientific, EEUU). En el caso de ambas formas
del parasito, la mayoria de los experimentos se realizd con las VEs obtenidas
el dia antes de los experimentos, con el fin de asegurar la integridad de las
mismas. Estas VEs se almacenaron en alicuotas, a 4°C. En algunos casos, y
dependiendo del ensayo en que iban a ser empleadas, las VEs se congelaron a
-80°C, agregéndose a cada alicuota un 20% de glicerol estéril.

La cuantificacion de la concentracion de proteinas de las VEs se
realizo utilizando el kit comercial micro BCA (Thermo Fisher Scientific,
EEUU), usando como control albiimina bovina sérica para realizar la curva
patron. La observacion, medicion del tamafio y cuantificacion de las VEs se
realizd mediante microscopia electronica de transmision, “nanoparticle
tracking analysis”, “dynamic light scattering” y microscopia de fuerza

atémica.

3.3.1. Cuantificacion de la concentracion de proteinas de las VEs mediate
el kit comercial micro BCA

Debido a la cantidad de VEs que se obtienen en el proceso de
aislamiento y a la pérdida de material en cada lavado, se hace necesario un

método de cuantificacion proteica lo mas sensible posible. En este caso se
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utiliz6 el kit comercial micro BCA Protein Assay Kit® (Thermo Fisher
Scientific, EEUU), el cual consiste en una formulacion de acido bicinconinico
(BCA) compatible con detergentes que permite la deteccion colorimétrica y la
cuantificacion de las proteinas totales. El BCA detecta el cobre Cu™ que se
forma cuando las proteinas reducen el Cu'? en un ambiente alcalino (Smith et
al., 1985). Al final de la reaccion se obtiene un producto color purpura por la
quelacién de dos moléculas de BCA con un i6on Cu™'. Este complejo es
soluble en agua y posee una maxima absorbancia a 562 nm. Asi, la relacion
entre la absorbancia y las concentraciones crecientes de proteina es una
relacion lineal.

Para la determinacion de la concentracion de proteina de las muestras
de VEs se realizd una curva patron con soluciones de concentraciones
conocidas de BSA (Tabla 3.3.1), siguiéndo las instrucciones del fabricante
que se describen a continuacion. Como solucion diluyente (WR) se empled
una mezcla de 25 partes del reactivo MA, con 24 partes del reactivo MB y una
parte del reactivo MC. Un volumen de 150 puL de cada dilucion del estandar
de albumina, asi como de las muestras, se colocdé en 150 pL del reactivo
completo formado, en una microplaca de 96 pocillos (Thermo Fisher
Scientific, EEUU), la cual se agitd activamente durante 60 segundos y se
incubd a 37°C durante 2 horas, protegida de la luz. La absorbancia fue medida
a 562 nm en un lector de placas Multiskan® Spectrum (Thermo Fisher
Scientific, EEUU).

Todas las muestras se analizaron por triplicado y el valor de
concentracion de proteina se interpold de la curva de regresion del control

como patrén utilizando el software GraphPad Prism v5.
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Tabla 3.3.1. Diluciones de BSA para preparar una curva patréon y determinar las

concentraciones de proteina mediante el método micro BCA.

Vial Volumen de Volumen y Concentracion final
diluente (mL) fuente de BSA de BSA (ng/mL)
A 4.5 0.5 mL del stock 200
del kit
B 8.0 2.0 mL de la 40

dilucioén del vial A

C 4.0 4.0 mL de la 20
dilucién del vial B

D 4.0 4.0 mL de la 10
dilucioén del vial C

E 4.0 4.0 mL de la 5
dilucioén del vial D

F 4.0 4.0 mL de la 2.5
dilucion del vial E

G 4.8 4.0 mL de la 1
dilucion del vial F

H 4.0 4.0 mL de la 0.5
dilucién del vial G

I 8.0 0 mL 0 (blanco)

3.3.2. Observacion de las VEs de 7. cruzi mediante microscopia
electronica de transmision

Para la observacion de las VEs se realizé una tinciéon negativa de la
muestra como se describe a continuacion. Para ello, se colocaron 10 pL de la
muestra fijada en una solucion de glutaraldehido al 4% sobre un fragmento de
Parafilm y sobre la muestra una rejilla de Niquel-Fomvar que se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las rejillas se
colocaron sobre una gota de agua destilada, con el fin de realizar el lavado de
la muestra. Se realizaron cuatro lavados en total, la rejilla se colocod sobre una

gota con 50 uL de acetato de uranilo (2% vol/vol) que se incubd durante 1
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minuto. Finalmente, se absorbid el exceso de liquido con un papel de filtro
bajo la rejilla que se inclind para eliminar el exceso de colorante. La rejilla se
dejo secar al aire.

La observacion de las muestras se realizo utilizando un microscopio

electronico LIBRA 120 PLUS Carl Zeiss.

3.3.3. Cuantificacion y determinacion del tamafio de las VEs de 7. cruzi
mediante “nanoparticle tracking analysis” y “dynamic light scattering”

El tamafio y la concentracion de las VEs obtenidas fueron evaluadas
mediante un analisis de las particulas o “nanoparticle tracking analysis”. Esta
técnica emplea las propiedades de la dispersion de la luz, asi como el
movimiento Browniano, para obtener una distribucion de las particulas en
funcion de su tamafio en aquellas muestras que se encuentran en suspension.
Para ello, un rayo de luz laser impacta sobre la camara en la que se coloca la
muestra y las particulas en suspension sobre las que incide dicha luz
monocromatica de alta intensidad dispersa el haz, de tal forma que se pueden
visualizar en un microscopio con un objetivo de 20x y una camara de video
acoplada al mismo. La camara es capaz de grabar un archivo de video de las
particulas que se mueven con movimiento Browniano y el software del equipo
es capaz de rastrear estas particulas individualmente y calcular sus diametros
hidrodinamicos. Con esta técnica es posible obtener informacion del tamafio
de las particulas, la concentracion de particulas en la muestra e incluso
realizar medidas de agregacion si se utiliza el modo de fluorescencia en
particulas marcadas previamente (Panalytical, 2018).

Para este analisis, muestras de VEs se diluyeron a la dilucién 1/100 en
PBS esterilizado por filtracion a través de un filtro de tamafio de poro de 0.22
um. La dilucién se llevo a cabo en microtubos de baja unidén de proteinas o
“low binding” y se colocaron en la camara de la muestra. Las mediciones se
realizaron a 25°C en un Nanosight NS300 (Malvern Instruments, RU)
equipado con una camara sSCMOS y un haz de luz laser azul de 488 nm. Para

cada muestra se analizaron 3 videos de 10 segundos cada uno, utilizando el
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NTA software 3.2 build 3.2.16. Con esto, se obtuvo la media, la moda y la
desviacion estandar del tamafio y la concentracion de las particulas en
suspension.

El analisis mediante “dynamic light scattering” también involucra el
movimiento Browniano, ya que el principio de la técnica consiste en que las
particulas y moléculas que se encuentran en constante movimiento Browniano
difunden a una velocidad relacionada con su tamafio, donde las particulas mas
pequefias van a difundir mas rapido (Panalytical, 2018). En este caso, las
muestras de las VEs se resuspendieron en PBS estéril filtrado con un filtro de
tamafio de poro de 0.22 um y las medidas se realizaron en un sistema

Zetasizer Nano range system (Malvern Instruments, RU).

3.3.4. Deteccion de las proteinas cruzipaina y frans-sialidasa (mAb 39) en
las VEs de 7. cruzi mediante Western blot

La presencia de algunas moléculas consideradas como marcadores de
las VEs de T. cruzi y relacionadas con los procesos de invasion del parasito a
las células, tales como la cruzipaina y las frans-sialidasas, se determinaron
mediante Western blot. Para esto, se realizaron elecroforesis SDS-PAGE de
las muestras con 300 pg de proteina de las VEs aisladas de tripomastigotes y
de 90 pg de un lisado de tripomastigotes usados como control. El protocolo se

describe a continuacion.

3.3.4.1. Electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida

La electroforesis SDS-PAGE (Laemmli, 1970) es un tipo de
electroforesis donde se emplea la matriz formada de la polimerizacion de la
acrilamida y bis-acrilamida para separar las proteinas en funcion de su masa
molecular relativa, en lugar de por su carga eléctrica. Previamente, la muestra
se trata con el detergente dodecil sulfato sddico que homogeniza las cargas de
las proteinas, volviéndolas electronegativas y con el B-mercaptoetanol a 98

°C, con el fin de romper los puentes disulfuro y linearizar sus estructuras
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terciarias, fragmentando las subunidades que puedan formar parte de su
estructura.

La preparacion de los geles o matriz a través de la cual se separan las
proteinas incluye, como ya se ha citado, a la acrilamida y la bis-acrilamida, las
cuales co-polimerizan en presencia de TEMED, a través de una reaccion de
vinil adicion-polimerizacioén y se llega a formar una matriz con un tamafio de
poro variable, dependiendo del porcentaje de reactivos que se emplee.

Este tipo de electroforesis consiste en un sistema discontinuo de dos
geles: un gel concentrador, donde se concentran todas las proteinas para que
migren a la misma velocidad y un gel separador, por donde migran las
proteinas al aplicarse un voltaje dentro de un circuito eléctrico. En este caso,
los geles se prepararon entre cristales de 1 mm de grosor (Bio-Rad
Laboratories, EEUU). El primer gel que se prepar6é fue el gel separador al
12% de acrilamida/bis-acrilamida, el cual se coloco sobre el soporte de cristal
e inmediatamente se agregd una cantidad de isopropanol para conseguir una
linea horizontal en el borde superior del gel separador y asi evitar la
formacion de burbujas. El gel se dejo polimerizar durante 20 minutos y una
vez polimerizado se elimind el isopropanol afiadiendo agua, la cual se elimin6
y se coloco el gel concentrador hasta que polimerizara. La electroforesis se
realizo utilizando un sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories,
EEUU).

La preparacion de las muestras se realizo mezclando 300 pg de las
proteinas totales de las VEs obtenidas de los tripomastigotes o 90 pg de
proteina total de un lisado de tripomastigotes con el tampon de la muestra 5X
en proporcion 1:4 y calentandolas durante 10 minutos a 98°C. Las muestras se
centrifugaron durante 10 segundos a 14000 rpm y se cargaron en el gel, junto
con un marcador de peso molecular de proteinas PageRuler® Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, EEUU). La corrida electroforética
se realizo en una cubeta con tampdn de electroforesis, usando un voltaje de 70
V para la corrida de las muestras en el gel espaciador y 150 V para la

separacion en el gel separador. Tras la corrida electroforética, los geles se
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extrajeron de los soportes y se incubaron con la solucion de tincion con azul

de Coomasie.

3.3.4.2. Visualizacion de las bandas de proteinas mediante la tincion de
los geles de poliacrilamida con azul de Coomasie

La visualizacion de las proteinas se realizo mediante la tincion de los
geles con el colorante Coomasie R-250 al 0.025% p/v (Brillant Blue-250,
Sigma Aldrich, EEUU) durante 2 horas. El azul de Coomasie es un colorante
que se une a las proteinas por medio de interacciones idnicas entre los grupos
de acido sulfonico del colorante y los grupos amino de las proteinas, asi como
mediante interacciones de van der Waals.

Después de las 2 horas de tincion, los geles se colocaron con una
solucion de destefiido para eliminar totalmente el colorante y permitir una

mejor visualizacion de las bandas de proteinas.

3.3.4.3. Western blot

Posterior a la observacion del perfil de proteinas de cada muestra, se
realizé la inmunodeteccion de las proteinas especificas mediante el uso de la
técnica de inmunoblotting de proteinas. Para ello, una vez realizada la
electroforesis en SDS-PAGE se llevo a cabo la transferencia de las proteinas,
separadas previamente mediante la electroforesis, a una membrana de PVDF
de 0.2 um de tamafio de poro (Bio-Rad Laboratories, EEUU). Para ello, se
utilizé un sistema de transferencia semi seco Trans blot Turbo (Bio-Rad
Laboratories). Las condiciones de la transferencia fueron de 25 Vy 0.5 A
durante 30 minutos. Después de la transferencia, las membranas se
bloquearon en tampoén de bloqueo preparado con leche en polvo sin grasa al
5% durante toda la noche, a 4°C en agitacion suave. Posteriormente, se
realizaron 5 lavados de 10 minutos cada uno con tampon de lavado compuesto
por PBS-Tween 20 (0.1%), para posteriormente incubarse con los anticuerpos
primarios anti-cruzipaina (obtenido en conejo) a una dilucion 1:3000 o anti-

trans-sialidasa (mAb 39) (obtenido en ratéon) a una dilucion 1:1000, durante
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toda la noche, a 4°C en agitacion suave. Después de la incubacion durante
toda la noche, las membranas se lavaron y se incubaron durante 1 hora con los
anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa, un anticuerpo policlonal de
conejo anti-IgGs obtenido en oveja (1:2000) (Dako Agilent Pathology
Solutions, EEUU) en el caso de la membrana incubada previamente con el
anticuerpo primario anti-cruzipaina y un anticuerpo obtenido en cabra anti-
IgGs de raton (1:1000) (Dako Agilent Pathology Solutions, EEUU) para el
caso de la membrana incubada previamente con el anticuerpo anti-trans-
sialidasa (mAb 39). La reaccion se visualizo utilizando el sustrato Clarity®
ECL Western substrate (Bio-Rad Laboratories, EEUU) en un equipo de
analisis de imagenes ChemiDoc® (Bio-Rad Laboratories, EEUU).

Los anticuerpos primarios anti-cruzipaina y anti-trans-sialidasa (mAb
39) fueron donados por el Dr. J. Gonzalez, de la Universidad de Antofagasta,

Chile.

3.4. Optimizacion de las condiciones de incubacion de las

células con las VEs de T. cruzi

Para estos experimentos se emplearon cultivos de células Vero de
5x10* células, adheridas sobre cubreobjetos redondos de vidrio borosilicado
de 13 mm (Marienfeld, Alemania), colocados dentro de los pocillos de placas
NUNC® de 24 pocillos. Las células se cultivaron en medio MEM
suplementado con 10% de SFBI mas antibidticos, a 37°C durante 24 horas, en
atmosfera humeda enriquecida con 5% de CO,. Después de este tiempo, el
medio de cultivo se retird de las células, las cuales se lavaron 3 veces con
medio MEM sin SFBI. Después de los lavados, las células se incubaron
durante dos horas con las diferentes concentraciones de proteina de las VEs
secretadas por los tripomastigotes: 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 2.5 pg/mL de proteina.
Transcurrido el tiempo de interaccion VEs-células, las células se infectaron
con las formas tripomastigotes de 7. cruzi en una relacion parésito:célula de

5:1, manteniéndose el tiempo de la infeccion durante 4 horas. Posteriormente,
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se retird el medio de cultivo, se lavaron las células tres veces con MEM sin
SFBI y se les afiadi6 medio MEM con SFBI. Las células se mantuvieron en
cultivo hasta las 24 horas de iniciada la incubacion con las VEs.

Los cubreobjetos se extrajeron de las placas, se lavaron tres veces con
PBS estéril y se fijaron durante 5 minutos con metanol para después tefiirse
con el colorante de Giemsa. Finalmente, las preparaciones se montaron sobre
portaobjetos con el medio de montaje DPX y se realizé un recuento y estudio
microscopico de al menos 400 células por cubreobjeto, anotandose tanto el
nimero de células infectadas, con el fin de calcular el porcentaje de
parasitacion y el numero de parasitos por célula, para poder calcular el indice
de parasitacion. Los experimentos se realizaron por triplicado, empleandose
un minimo de tres cubreobjetos para cada una de las concentraciones de VEs.

Con los resultados obtenidos de los porcentajes de parasitacion se
analiz6 la cinética de los posibles efectos observados y de ella se calcul6 la
dosis efectiva 50 (DES50), considerada la concentracion de VEs capaz de
aumentar el porcentaje de células parasitadas en un 50% con respecto a
porcentaje de parasitacion de las células control no incubadas con las VEs.
Para llevar a cabo dichos célculos se utilizo el software GraphPad Prism v5,
con el cual se generd la curva de regresion no lineal equivalente a una
ecuacion correspondiente a “dosis/efecto”. Esta DE50 se empleé para todos

los experimentos siguientes.

3.5. Experimentos de invasion celular

Después de determinar la DE50, se procedio a investigar el efecto de
las VEs en la invasion de los tripomastigotes de 7. cruzi en células Vero y si

dicho efecto era reversible en el tiempo tras la incubacion.
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3.5.1. Efecto de las VEs de tripomastigotes de 7. cruzi Pan4 en

la infeccion celular

Para realizar esta serie de experimentos, las células Vero fueron
cultivadas de la misma forma que se ha descrito anteriromente. Las células asi
cultivadas fueron incubadas durante 2 horas con las VEs de las formas
tripomastigotas a la dosis DE50 calculada (0.38 pg/mL). Tras realizar la
incubacion de las VEs con las células, estas fueron infectadas con las formas
tripomastigotas en las mismas condiciones que en el apartado anterior,
manteniendo una relacion 5:1 (parasitos:célula). Las interacciones
parasito:célula se realizaron a las 2, 4, 8 y 24 horas de la incubacién de las
células con las VEs. Los parasitos se mantuvieron en el cultivo durante 4
horas y transcurrido el tiempo de interaccion, se retird el medio de cultivo, los
cultivos se lavaron tres veces con MEM sin SFBI y se mantuvieron en cultivo
en medio MEM con SFBI mas antibidticos hasta cumplir las 24 horas de
iniciada la incubacién, con el objetivo de estudiar las tasas de infeccion.
Transcurrido este tiempo, los cultivos fueron tratados, fijados, tefidos y

analizados como se describi6 anteriormente, mediante tinciones de Giemsa.

3.5.2. Efecto de los tratamientos térmico y quimico/enziméatico de las VEs
en la interaccion parasito-célula

Con el fin de conocer la posible naturaleza quimica y la posible
inactivacion térmica de los componetes de las VEs que inducen los efectos
observados de la interaccion VEs/célula, diferentes alicuotas de las VEs
purificadas de los tripomastigotes fueron sometidas a tratamientos térmicos a
50°C, 70°C y 90°C durante 30 minutos. Dichos tratamientos se llevaron a
cabo con agitaciones periddicas, en tubos herméticamente cerrados para evitar
la evaporacion y con ello el aumento de la fuerza i6nica que pudiese afectar la
estabilidad de las proteinas contenidas en dichas nanoparticulas.

Para realizar los tratamientos enzimaticos, diferentes alicuotas de VEs

se incubaron durante una hora con las enzimas tripsina (0.5 mg/mL) y
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proteinasa K (0.5 mg/mL) a 37°C, tras lo cual fueron lavadas 3 veces por
centrifugacion a 100000 xg durante 1 hora, con PBS estéril filtrado, para
eliminar las enzimas.

Por ultimo, a fin de conocer el papel de la parte glicosilada del
glicocalix de las glicoproteinas presentes en la superficie de las VEs y
oxidarla para eliminarla, una suspension de las VEs fue tratada durante 1 hora
con una solucién de peryodato de sodio (10 mg/mL) a temperatura ambiente,
manteniéndose todo el tratamiento en oscuridad. Después del tratamiento y
como anteriormente se ha comentado en los tratamientos anteriores, las VEs
se lavaron 3 veces por centrifugacion a 100000 xg durante 1 hora a 4°C, con
PBS estéril filtrado. Una vez tratadas y eliminados los agentes reactivos
mediante lavados, las VEs se diluyeron y se agregaron a los medios de
cultivo, incubandose con las células como se ha descrito anteriormente. Al
cumplirse el tiempo de incubacion, las células se lavaron, infectaron y
estudiaron como ya ha sido descrito en los apartados anteriores, mediante

tinciones de Giemsa.

3.6. Evaluacion de la especificidad del efecto de las VEs de T.

cruzi Pan4 sobre células Vero

Con la idea de comprobar que los efectos de las VEs de T. cruzi sobre
las células Vero son especificos de este parasito y que no se deben a ningun
efecto fisicoquimico por el proceso de fusion de membranas, se realizaron una
serie de experimentos donde la incubacion de las células Vero se llevo a cabo
con VEs de procedencia diferente a las VEs de 7. cruzi y la posterior
infeccion con tripomastigotes de 7. cruzi de la cepa Pand, cepa usada en los
experimentos llevados a cabo en la mayor parte de esta Tesis. De igual forma,
se llevaron a cabo experimentos donde las VEs aisladas de la cepa Pan4
fueron incubadas con las células Vero, sometiéndose posteriormente a la
infeccion con otra cepa de 7. cruzi de una DTU diferente o con otro parasito

intracelular obligado.
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3.6.1. Aislamiento de las VEs procedentes de las formas coanomastigotes
de Crithidia mellificae y de células de raton NIH/3T3

Para llevar a cabo estos experimentos, se emplearon las formas
flageladas coanomastigotes de Crithidia mellificae, un parasito kinetoplastido
del insecto Apis mellifera, formas de desarrollo extracelular, asi como la linea
celular de fibroblastos de raton NIH/3T3. El cultivo de los coanomastigotes se
realizdo en el mismo medio que el empleado en el cultivo de las formas
epimastigotas de 7. cruzi, medio LIT suplementado con 10% de SFBI mas
antibioticos, a 28°C. La linea celular NIH/3T3 se cultivd y subcultivo
empleandose los mismos medios y procedimientos descritos para las células
Vero.

El aislamiento de las VEs a partir de las formas coanomastigotes de C.
mellificae se realizé cultivando 1x107 parésitos previamente lavados cuatro
veces por centrifugacion a 300 xg durante 5 minutos, en PBS, en frascos
NUNC® de 25 cm?® con 10 mL de medio LIT, a 28°C durante 24 horas. En el
caso de aislamiento de las VEs de las células NIH/3T3, éstas fueron
cultivadas en frascos NUNC® de 75 cm” de superficie, hasta obtenerse una
monocapa confluente de dichas células. En ese momento, las células se
lavaron cuatro veces con PBS estéril y se incubaron a 37°C durante 24 horas
con medio MEM sin SFBI. Transcurridas 24 horas se colectaron ambos
medios de cultivo, los procedentes de los coanomastigotes y los del cultivo de
células de raton y se centrifugaron a 3500 xg durante 15 minutos. Para evaluar
la viabilidad de los protozoos y de las células NIH/3T3, se realiz6é un ensayo
de viabilidad con azul tripan, procediéndose a realizar el protocolo descrito
para el aislamiento de las VEs anteriormente descrito. Finalmente, se
cuantificod la concentracion de proteinas de las muestras de VEs utilizando el
kit comercial micro BCA. La evidencia de la presencia, asi como la

comprobacion de los tamafios de las VEs se llevo a cabo mediante DLS.
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3.6.2. Obtencion de tripomastigotes metaciclicos de la cepa 4162 de 7.
cruzi (Tc IV) y cultivo de los taquizoitos de Toxoplasma gondii

El proceso de induccion de la metaciclogénesis para la obtencion de
tripomastigotes metaciclicos de la cepa 4162 de T. cruzi se realiz6 cultivando
las formas epimastigotas obtenidas del medio LIT, en medio TAU a 28°C
durante dos horas, para después colocarlas en medio TAU3AAG, como ya ha
sido descrito.

El cultivo de los taquizoitos de 7. gondii, un parasito intracelular
obligado perteneciente al Filo Apicomplexa se mantuvo mediante pasajes
seriados en cultivos de células Vero, en frascos NUNC® de 75 cm’ de
superficie. Cuando se observo la salida de los taquizoitos de las células a las
que infectaron, se colectaron los medios de cultivo de los frascos con los
protozoos en suspension y se centrifugaron a 5000 xg durante 10 minutos. El
botdn con los parasitos se lavo 3 veces con PBS y se resuspendio en el medio
de cultivo para hacer los recuentos en camara hemocitométrica, ajustar el

numero de parasitos y emplearlos en la infeccion de las células.

3.6.3. Experimentos de infeccion celular después de la incubacion de las
células con las VEs de C. mellificae y de células NIH/3T3

En este caso, se siguid el mismo protocolo descrito en la seccion 3.4,
donde 5x10” células Vero se cultivaron en cubreobjetos redondos de 13 mm y
se incubaron con las VEs de las formas coanomastigotes de C. mellificae y
con las VEs de células NIH/3T3 durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, las
células se lavaron y se infectaron con tripomastigotes de la cepa Pan4 de T.
cruzi en una relacion 5:1 (parasitos: célula).

En otro experimento, las células Vero se incubaron de la misma forma
con VEs de los tripomastigotes de 7. cruzi Pan4 durante 2 horas y se
infectaron posteriormente con los tripomastigotes de 7. cruzi de la cepa 4162
(Tc 1IV) o con los taquizoitos de 7. gondii de la cepa RH en una relacion 5:1
(parasitos: célula). Los parasitos se mantuvieron en el cultivo durante 4 horas,

tiempo en el que se retird el medio de cultivo, las células se lavaron 3 veces y

86



Materiales y métodos

se agreg6 el medio MEM con SFBI mas antibioticos hasta cumplirse las 24
horas de iniciada la incubacion. Las células en los cubreobjetos fueron fijadas
y tefiidas con el colorante de Giemsa, con el fin de calcular el porcentaje de
parasitacion y el numero de parasitos por célula, contandose al menos 400

células.

3.7. Efecto de las VEs de T. cruzi en la permeabilizacion

celular

El efecto de las VEs de T. cruzi en la permeabilizacion celular se
determiné de dos formas: evaluando la viabilidad celular al incubar las células
con la toxina a-sarcina y mediante el uso de un anticuerpo que reconoce un
epitopo del receptor f2-adrenérgico anclado en la parte intracitoplasmatica de

las células HL-1.

3.7.1. Ensayos de viabilidad celular

La evaluacion del posible efecto de las VEs en la permeabilizacion
celular a macromoléculas fue realizada mediante el uso de la toxina a-sarcina,
procedente del hongo Aspergillus giganteus. La a-sarcina es una biotoxina de
16.8 kDa que se caracteriza por inhibir la sintesis de proteinas a nivel
ribosomal y que, a diferencia de otras toxinas con accion sobre la sintesis
proteica, como la toxina diftérica, carece de receptor en la membrana
plasmatica de las células (Onaderra et al., 1998b), por lo que sus efectos se
centran exclusivamente en aquellas células donde la permeabilidad de la
membrana se encuentra alterada (Otero & Carrasco 1987; Castanys et al.
1990; Madan et al., 2005; Azzouz et al., 2012).

En estos ensayos, 5x10* células Vero se cultivaron en 2 mL de medio
de cultivo en placas NUNC® de 12 pocillos (Thermo Fisher Scientific,
EEUU) durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron e
incubaron durante 2 horas con las VEs, para después ser lavadas con medio

MEM sin SFBI e incubadas con a-sarcina 20 pM (Sigma Aldrich, EEUU)
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durante 4 horas. Después de la incubacioén con la toxina, las células se lavaron
4 veces con MEM sin SFBI, incubandose con MEM suplementado con SFBI
y antibidticos durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se determiné la
viabilidad de las células mediante tincion con azul tripan 0.4%. En un ensayo
en paralelo se incubaron simultaneamente las VEs y la a-sarcina,
empleandose las mismas concentraciones descritas anteriormente. Como
controles del experimento, se determiné la viabilidad de las células incubadas
independientemente con las VEs o con la a-sarcina y las células sin ninglin
tratamiento, con el objetivo de conocer la mortalidad de los cultivos no
tratados.

Para determinar la viabilidad de los cultivos se realizaron recuentos
con el colorante vital azul tripan y mediante el uso de MTT (Sigma Aldrich,
EEUU). El MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-y1]-2,5- difeniltetrazolium bromuro)
o azul de tiazol, es una sal de color amarillo en solucidén al prepararse en
medios sin rojo fenol, que se convierte en formazan purpura cuando se reduce
como consecuencia de las deshidrogenasas celulares que cortan el anillo de
tetrazolium, insoluble en agua pero soluble en isopropanol u otros solventes.
Dicho formazan disuelto se puede medir espectrofotométricamente, dando
una absorbancia en funcion de la concentracion del colorante formado (Corral
et al., 2014). En este caso, se cultivaron 12.5x10° células Vero en placas
NUNC® de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific, EEUU), incubandose
como ya se ha descrito en los experimentos anteriores. Transcurridas las 24
horas de incubacidn, las células se lavaron 3 veces con MEM sin SFBI,
incubandose con las VEs y la a-sarcina durante 4 horas. Las células se lavaron
4 veces con MEM sin SFBI y posteriormente se incubaron durante 24 horas
con MEM sumplementado con SFBI mas antibioticos. Después de este
tiempo, a cada pocillo se le agrego 40 uL de MTT, se agito la placa durante
15 minutos y se incub6 a 37°C durante 4 horas en oscuridad. El sobrenadante
se elimind y se agregaron 200 pL. de DMSO a cada pocillo, agitandose con la
pipeta hasta que se disolvieran los cristales de formazan. La lectura de la placa

se realizd a 570 nm y 690 nm y el calculo de absorbancia de cada muestra se
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realiz6 restando la absorbancia obtenida a 690 nm a la absorbancia obtenida a
570 nm.

Los experimentos control también incluyeron a las células incubadas
con VEs, a-sarcina o sin tratamiento, ademas de células incubadas solo con

MTT o DMSO.

3.7.2. Deteccion del epitopo intracitoplasmatico del receptor -
adrenérgico mediante microscopia confocal ldser como método para
evaluar la posible permeabilizacion celular tras la interaccion VEs de T.
cruzi-células HL-1

Para realizar estos estudios se emplearon cultivos de células de la
linea celular HL-1, una linea derivada de cardiomiocitos atriales, la cual
mantiene una serie de caracteristicas tales como sus propiedades
morfolégicas, bioquimicas y electrofisioldgicas in vitro (Claycomb et al.,
1998). Asi, 5x10* células HL-1 se cultivaron sobre cubreobjetos redondos de
13 mm, en medio Claycomb suplementado con 10% de SFBI, norepinefrina
0.1 mM, L-glutamina 2 mM y antibioticos. Las células se incubaron durante
24 horas, se lavaron 3 veces con el mismo medio Claycomb sin SFBI y se
sometieron durante 2 horas a la incubacion con las VEs. Transcurrido este
tiempo, los cubreobjetos con las células se lavaron 3 veces en PBS estéril y se
fijaron con wuna solucidn compuesta por paraformaldehido 2% 'y
glutaraldehido 1% durante 1 hora, capaz de fijar las proteinas celulares sin
desestabilizar la bicapa lipidica, lo que impide que los anticuerpos reconozcan
antigenos intracitoplasmaticos. Después de la fijacion, los cubreobjetos se
lavaron 3 veces con PBS estéril y se bloquearon con una solucion de BSA 1%
y glicina 0.3 M en PBS ultrafiltrado durante 1 hora. Los cubreobjetos se
volvieron a lavar de la misma manera y se incubaron con un anticuerpo
policlonal IgG de conejo anti-receptor p,-adrenérgico (Thermo Fisher
Scientific, EEUU), en una dilucion 1:500 durante 1 hora. Este anticuerpo,
como ya se ha indicado, es capaz de reconocer una region de la secuencia

comprendida entre los aminoacidos 340 a 413, la cual corresponde con un
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epitopo situado en la parte intracelular del receptor. Después de la incubacion
con el anticuerpo primario, las células se lavaron 3 veces con PBS filtrado y
se incubaron a 37°C, protegido de la luz, con un anticuerpo obtenido en cabra
anti-IgGs de conejo conjugado con Alexa Fluor 647 (1:500) (Thermo Fisher
Scientific, EEUU), durante 1 hora. Finalmente, las muestras se lavaron 4
veces con PBS filtrado y los cubreobjetos se colocaron sobre portaobjetos con
el medio de montaje con DAPI Vectashield (Vector Laboratories, EEUU). Las
muestras se observaron utilizando un microscopio invertido Leica DM5500B
(Leica Microsystems, Alemania).

Como control positivo de permeabilizacion se emplearon las células de
la misma linea celular HL-1 cultivadas y fijadas tal como se describio
previamente, pero permeabilizadas con una solucion compuesta por el
detergente NP-40 (Sigma Aldrich, EEUU). Como controles negativos se
emplearon células sin la incubacion con las VEs y células HL-1 sin

permeabilizar con la solucion de NP-40.

3.8. Determinacion del movimiento intracelular de calcio
provocado por las VEs de 7. cruzi usando el colorante Fluo4-
AM

Un cultivo de células Vero en numero similar a las usadas en
experimentos anteriores (1x10° células) fueron cultivadas durante 24 horas en
camaras rectangulares de 8 pocillos (Ibidi), utilizando dos medios de cultivo
diferentes, a fin de poder determinar si ocurria un movimiento intracelular de
calcio al incubar las células con las VEs de 7. cruzi y conocer si dichas
concentraciones de Ca®" libre citosolico provenian de los depdsitos
intracelulares del cation o del medio externo. Antes de realizar los
experimentos, las células se cultivaron en medio de cultivo MEM sin rojo
fenol (Gibco, EEUU), con el fin de no interferir con la fluorescencia generada
por la excitacion de la sonda fluorescente en presencia de dicho cation, el cual

fue suplementado con 10% de SFBI. En otros casos se emple6 medio MEM
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sin rojo fenol (Gibco, EEUU) suplementado con 10% de SFBI y 2.5 uM de
EDTA como quelante de los iones Ca*" y Mg”". Posterior a las 24 h de
incubacion, las células se lavaron tres 3 veces con medio MEM sin rojo fenol
y medio MEM sin rojo fenol mas 2.5 uM de EDTA, respectivamente, se
incubaron a 37°C durante 20 minutos en cada medio de cultivo libre de SFBI,
incluido un medio de cultivo de composicion similar al MEM pero sin iones
Ca® y Mg®" a los que se les adicion6 la sonda fluorescente Fluo4-AM
(Thermo Fisher Scientific, EEUU) a la concentracion 40 pM. El Fluo4 es un
indicador especifico que exhibe un aumento en la fluorescencia al unirse al
Ca® intracelular libre. El colorante presenta un grupo AM (éster de
acetometilo) que se libera dentro de la célula al ser cortado por la accion de
las esterasas (Martins et al., 2015), lo que impide la salida de la célula de la
sonda fluorescente. El posible efecto de las VEs sobre los movimientos de
Ca”" se llevaron a cabo sobre aquellas células ya incubadas con el colorante
Fluo4-AM, a las que se les retir6 el sobrenadante con el exceso de colorante
que no entr6 en las células y se les agregaron las VEs resuspendidas en cada
uno de los medios de cultivo antes aludidos, con el objetivo de determinar el
origen de los posibles movimientos intracelulares del calcio.

El efecto en la movilizacion de calcio fue observado cada 5 minutos
hasta los 25 minutos, en un microscopio confocal Nikon Al (Nikon
Instruments, Japon) equipado con objetivos de 10x, 20x multi-inmersion, 40x
aceite, 60x aceite y 60x agua y con un sistema de incubacion de células que
las mantuvo a 37°C con un 5% CO,. El Fluo4 se excitd a 494-506 nm y la
emision de luz se detectd a 516 nm.

En los experimentos se incluyeron controles basales de fluorescencia en
las células antes de la aplicacion de las VEs, asi como controles positivos para
los que se emplearon el ionoforo de calcio A23187 o calimicina (Sigma
Aldrich, EEUU), a una concentracion 4 uM en medio MEM vy el inhibidor de
las fosfodiesterasas de AMPc y GMPc, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX)
(Sigma Aldrich, EEUU), a 100 uM, diluido en el medio sin calcio. Este

ultimo compuesto, como la mayoria de las xantinas, induce la liberacion de
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calcio de los depositos intracelulares. La cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia durante los diferentes tiempos de incubacion se realizo

utilizando el software “Fiji is just” de ImageJ.

3.9. Observacion del efecto de las VEs de 7. cruzi sobre el
citoesqueleto (filamentos de actina y vimentina) mediante

microscopia laser confocal

Para llevar a cabo estos experimentos se partié de cultivos de células
Vero mantenidas como se ha descrito previamente. Después de 24 horas, las
células fueron lavadas con medio MEM y se incubaron durante diferentes
tiempos con la dosis de VEs (DE50) durante 2 horas. Transcurrido el tiempo
de incubacion, los cubreobjetos con las células se lavaron 3 veces con PBS
estéril y fueron fijados con acetona fria (Scharlab, Espafia) durante 15 minutos
a -20°C, con la idea de que la fijacion permitiese a su vez la permeabilizacion
de las membranas celulares y dejara accesibles los antigenos intracelulares del
citoesqueleto. El proceso de fijacion se llevo a cabo en diferentes tiempos de
incubacion (15, 30 y 120 minutos y 24 horas). Tras la fijacion con acetona y
con el fin de asegurar la correcta exposicion de los antigenos citoplasmaticos,
se realizd una segunda permeabilizacion con una solucién de triton X-100
(Sigma Aldrich, EEUU) al 0.1% durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo, las células se lavaron e incubaron con un anticuerpo policlonal anti-
vimentina producido en conejo (Thermo Fisher Scientific, EEUU) en una
dilucion 1:300 (a 5 pg/mL) durante 1 hora, lavandose 4 veces con PBS
filtrado e incubandose nuevamente a 37°C con un anticuerpo secundario anti-
IgG conjugado con Alexa Fluor 647 (Thermo Fisher Scientific, EEUU), a una
dilucién 1:500. Los cubreobjetos se lavaron 4 veces con PBS filtrado v,
finalmente, las células fueron incubadas con una soluciéon de faloidina
marcada con isotiocianato de fluoresceina (Sigma Aldrich, EEUU) durante 30
minutos para poder visualizar de forma conjunta a la actina junto a la

vimentina. Los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS filtrado y agua miliQ
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y se montaron sobre portaobjetos con el medio de montaje conteniendo DAPI
Vectashield (Vector Laboratories, EEUU). Las muestras se observaron en un
microscopio invertido confocal Leica DMS5500B (Leica Microsystems,
Alemania), obteniéndose imagenes de las preparaciones realizadas a los
diferentes tiempos. Como controles del experimento se emplearon células
Vero sin la incubacién con las VEs a los mismos tiempos que los de los
grupos experimentales. Se realizé también un control incubando las células
con el ultimo sobrenadante del proceso de purificacion de las VEs, posterior a
su separacion del boton con las vesiculas, con la finalidad de evidenciar si los
posibles efectos se producian como consecuencia de algin otro producto del
secretoma independientemente de las exovesiculas y un control de

fluorescencia incubando las células solamente con el anticuerpo secundario.

3.10. Efecto de las VEs de T. cruzi sobre el ciclo celular

3.10.1. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo

Con el objetivo de estudiar los posibles efectos sobre el ciclo celular
de la incubacion de las células con las VEs del parasito, cultivos de células se
sincronizaron y se incubaron durante 2 h con VEs de las formas
tripomastigotas de T. cruzi. La sincronizacion del ciclo celular en la fase S se
realizd como ya ha sido descrito, cultivandose las células en medio MEM
suplementado con 10% SFBI mas antibidticos y timidina 25 mM durante 12
horas (Osuna et al., 1984). Trascurrido el periodo de sincronizacion, se retird
el medio con timidina y se reemplazé con medio MEM suplementado con
10% de SFBI mas antibioticos, tras varios lavados. Después de una hora, las
células se lavaron tres veces con MEM y se incubaron con las VEs durante 2
horas, tiempo tras el que se lavaron con medio MEM y se mantuvieron en
cultivo durante 8 horas. Transcurridos estos tiempos, los medios de cultivo se
eliminaron y las células se despegaron de la placa, en frio, con una solucion
de EDTA 0.5% en PBS, centrifugdndose y lavandose las células tres veces

durante 5 minutos a 300 xg. Posteriormente, las células se fijaron en etanol al
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70%, se incubaron a 37°C durante 15 minutos con una solucién compuesta
por 0.2 M fosfato de sodio dibasico y 0.1 M 4&cido citrico y se lavaron
nuevamente con PBS estéril. Finalmente, las células se tifieron con una
solucion de yoduro de propidio (40 mg/mL) y RNAsa (100 mg/mL) durante
30 minutos, de acuerdo con la metodologia descrita por Carrasco y
colaboradores (2014) (Carrasco et al., 2014) para ser posteriormente
procesadas en un citometro de flujo FACS Calibur (BD Biosciences, EEUU).
Los experimentos se realizaron por triplicado, analizandose los resultados con

el software FlowJo v 7.6.5 (Tree Star, Inc., EEUU).

3.10.2. Analisis de la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma
mediante Western blot

La proteina del retinoblastoma es una proteina que pertenece a una
familia proteica esencial en el control de la progresion del ciclo celular en
células de mamiferos (Lohez et al., 2003). Junto con la proteina p53, la
familia de la proteina del retinoblastoma puede inducir la interrupcion del
ciclo celular en la fase G1 en respuesta a sefiales de estrés. El bloqueo en la
progresion del ciclo parece estar relacionada con el estado de fosforilacion de
las proteinas de esta familia, regulado a su vez por la actividad de las kinasas
dependientes de ciclina (Lohez et al., 2003). Tras haber realizado una serie de
experimentos relacionados con el efecto de las VEs de 7. cruzi sobre el ciclo
celular mediante citometria de flujo, se quiso evaluar la existencia de posibles
cambios a nivel de la fosforilacion de la proteina de retinoblastoma (pRB y
pRB fosforilada) durante la incubacion de las células a diferentes tiempos con
las VEs del parasito.

A las 24 horas de realizarse los cultivos celulares en las condiciones
antes mencionadas, las células fueron lavadas 3 veces con MEM sin SFBI,
incubandose con las VEs de T. cruzi, como ya ha sido mencionado, a la dosis
DESO0 calculada. La incubacion se llevo a cabo a tiempos variables de 5, 10,
30 y 60 minutos. Después de cada tiempo de incubacion, se retird el medio de

cultivo, las células se lavaron 2 veces con PBS estéril, se separaron de la
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superficie de cultivo mediante el uso de un “cell scraper” y se lisaron con 300
pL de tampodn de lisis RIPA al que se le adiciono6 un cocktail de inhibidores de
proteasas (Roche, Suiza). Tras 15 minutos en dicho tampdén y mantenidos a
4°C, los lisados celulares se centrifugaron a 14000 xg durante 10 minutos a
4°C y los sobrenadantes obtenidos se transfirieron a nuevos microtubos para
ser almacenados a -20°C. Previo a la congelacion, se llevo a cabo la
cuantificacion de proteinas del lisado celular utilizando el método
colorimétrico Bradford (Sigma Aldrich, EEUU), como se describe a

continuacion.

3.10.2.1. Determinacion de proteinas mediante el método colorimétrico
Bradford

El método de Bradford consiste en la union del colorante Coomasie
Blue G-250 a las proteinas para formar un complejo proteina-colorante con un
coeficiente de extincion mayor que el que presenta el colorante libre
(Bradford, 1976). Este método tiene un limite de deteccion de 1-20 pg/mL.
Para poder llevar a cabo la determinacion de la concentracion de proteinas en
las muestras, se prepar6 una curva patréon usando como estandar una solucion
de BSA, como se muestra en la Tabla 3.10.2.1. Los valores de las muestras se
extrapolaron de la curva tras llevar a cabo las medidas

espectrofotométricamente.
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Tabla 3.10.2.1. Volumenes y reactivos empleados para la preparacion de la curva patrén de

BSA y cuantificacion de proteinas mediante el método colorimétrico de Bradford.

Concentracion Volumen de BSA a Volumen de agua Volumen del
final de BSA 0.1 mg/mL (pL) (nL) reactivo de
(ng/mL) Bradford (nL)
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

Para llevar a cabo las medidas de las muestras, se mezlaron 5 puL de
cada una de las muestras con 795 uL de agua destilada a las que se afiadieron
200 pL del reactivo de Bradford, dicha mezcla fue incubada durante 15
minutos a temperatura ambiente. La concentracion de proteinas se determind
mediante espectrofotometria, realizandose la lectura a 595 nm en un lector de

placas Multiskan® Spectrum (Thermo Fisher Scientific, EEUU).

3.10.2.2. Analisis de la fosforilacion de la proteina pRb mediante
Western blot

Después de la cuantificacion de las proteinas mediante el método
anteriormente descrito, se realizo la separacion de dichas proteinas mediante
electroforesis SDS-PAGE, donde se visualizaron las bandas de las proteinas
mediante la tincion de una parte del gel cortado longitudinalmente con el
colorante azul de Coomasie. Comprobada la calidad de la electroforesis
realizada, se llevo a cabo la transferencia de las proteinas separadas en la
electroforesis a membranas de PVDF de 0.2 pm de tamafio de poro (Bio-Rad
Laboratories, EEUU), como se describio en las secciones 3.3.4.1, 3.3.4.2 y
3.3.4.3. Después de la transferencia, las membranas fueron bloqueadas en

tampon de bloqueo, en agitacion suave a 4°C durante toda la noche, tras lo
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cual se realizaron 5 lavados de 10 minutos cada uno con tampoén de lavado,
para después incubarse con los anticuerpos primarios anti-pRb (obtenido en
oveja) diluido 1:2000 (Cytoskeleton, EEUU) y anti-pRb fosforilado (obtenido
en conejo) a una dilucion 1:1000 (Cytoskeleton, EEUU) durante toda la
noche, a 4°C en agitacion suave. Las membranas se lavaron y se incubaron
durante 1 hora con los anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa, un
anticuerpo policlonal de conejo anti-IgGs de oveja (1:5000) (Dako Agilent
Pathology Solutions, EEUU).) en el caso de las membranas incubadas
previamente con el anticuerpo primario anti-pRb y un anticuerpo policlonal de
cabra anti-IgGs de conejo (Dako Agilent Pathology Solutions) en el caso de
las membranas incubadas previamente con el anticuerpo anti-pRb fosforilada.
La union de dichos anticuerpos se visualizé utilizando el sustrato Clarity®
ECL Western substrate en un aparato de analisis de imagenes ChemiDoc®.
Después de la captura de las imagenes, las membranas se lavaron con
una solucion acida a pH 2.3 durante 2 horas a temperatura ambiente,
protegidas de la luz y con agitacion suave, con el fin de eliminar los
anticuerpos unidos y poder reutilizar esas mismas membranas para poder
llevar a cabo el control de carga de las muestras. Después de 2 horas de
lavado con esta solucion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con
la solucion de lavado para Western blot, volviéndose a bloquear la membrana
de la misma manera mencionada anteriormente. El protocolo para el Western
blot se realiz6 de la misma forma anteriormente descrita. Como anticuerpo
primario control se empled un anticuerpo anti-tubulina obtenido en oveja
(Cytoskeleton, EEUU) a una dilucion 1:500 y como anticuerpo secundario se
utilizé un anticuerpo de cabra anti-IgGs de oveja marcado con peroxidasa, a
una dilucién 1:5000, diluciones recomendadas por la casa comercial

suministradora de los anticuerpos.
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3.11. Analisis del efecto de la VEs sobre la apoptosis celular

mediante citometria de flujo

Para este experimento, 1x10° células Vero se cultivaron en placas
NUNC de 6 pocillos (Thermo Fisher Scientific, EEUU) durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con MEM vy se pre incubaron
con las VEs durante 2 horas. Posteriormente, a cada pocillo se le agregd una
concentracion conocida de Taxol. El Taxol o paclitaxel es un agente
antineoplasico ampliamente utilizado, el cual, a bajas concentraciones, es un
potente inhibidor de la replicacion de células eucaridticas. Este farmaco es
capaz de bloquear las células en la fase G2/M del ciclo celular y de provocar
la apoptosis al inducir la fosforilacion de Bel-2 (Yeung et al., 1999).

Para estos experimentos se emplearon dos concentraciones de Taxol,
0.1 pg/mL y 1 ug/mL. A partir de la adicién del compuesto, se siguieron
agregando dosis de VEs cada 8 horas (dado que el efecto observado sobre las
células de las VEs fue aproximadamente de 8 h, como se podra observar en la
seccion de Resultados), durante las 72 horas que durd el experimento. A este
tiempo, se retiraron los sobrenadantes de los pocillos y las células se
separaron de la superficie de cultivo mediante el uso de una solucion de
EDTA 0.5% en PBS, como ya se ha descrito. Las células se lavaron con PBS
estéril frio (4°C) y se centrifugaron a 300 xg durante 10 minutos,
procesandose los botones obtenidos para la deteccion de células en necrosis o
apoptosis mediante citometria de flujo con 10 pL de “binding buffer” 10X y 1
pL de anexina V-FITC (Trevigen, EEUU), preparados en 81 pL de agua
destilada. Las muestras se mezclaron suavemente y se incubaron durante 15
minutos protegidas de la luz, a temperatura ambiente. Inmediatamente antes
del analisis, se agregaron 8 pL de yoduro de propidio y 400 puL de “binding
buffer” 1X a cada muestra. Las muestras se procesaron en un citometro de
flujo FACS Calibur (BD Biosciences, EEUU). El analisis de los resultados se
realizo con el software FlowJo v 7.6.5 (Tree Star, Inc., EEUU).
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Como controles positivos del experimento se emplearon células
incubadas unicamente con el Taxol y como controles negativos se emplearon
células sin ningin tipo de tratamiento. Un control de células incubadas
solamente con las VEs fue igualmente incluido en el analisis. Como controles
de calibracion del citometro de flujo se emplearon células resuspendidas
solamente en “binding buffer” 1X, con el fin de determinar la posible
autofluorescencia y células tratadas con Taxol, tefiidas solamente con anexina
V-FITC y por ultimo, células tratadas con Taxol y tefiidas solamente con
yoduro de propidio, ambas para definir los limites de cada poblacion en el

equipo.

3.12. Analisis de la expresion de los genes RhoA, Racl 'y Cdc42
mediante RT-qPCR en células incubadas con las VEs de T.

crugi

La familia de las Rho GTPasas es una familia de 22 proteinas que
pertenece a la superfamilia de proteinas Ras (Yeung et al., 1999; Jaffe & Hall,
2005). Las alteraciones en la sefalizacion mediada por estas proteinas
conllevan a la transformacion celular, anormalidades neuroldgicas y
enfermedades inmunologicas.

El analisis de la expresion de los genes RhoA, Racl y Cdc4?2 se llevo a
cabo mediante una PCR cuantitativa en tiempo real. En este caso, cultivos de
1x10° células Vero se incubaron con las VEs durante 15 minutos, 30 minutos
y 4 horas. Transcurrido estos diferentes tiempos de incubacion, se realizo la
extraccion de RNA de las células con TriZol (Invitrogen), las muestras
purificadas de RNA se trataron con DNAsas libres de RNAsas y se llevo a
cabo la retrotranscripcion a ¢cDNA como se describird mas adelante. La
determinacion de los niveles de expresion genética se realizo empleando RT-
gPCR, técnica que se realizd siguiendo los lineamientos de la MIQE
(“Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR

Experiments”) publicados por Bustin y colaboradores (Bustin et al., 2009).
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3.12.1. Extraccion de RNA de las células incubadas con las VEs de T.
cruzi

Cultivos de células Vero partiendo de 1x10° células se prepararon en
placas NUNC de 6 pocillos (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y se incubaron
con las VEs de T. cruzi durante 15 minutos, 30 minutos y 4 horas, como ya ha
sido descrito. Transcurridos los tiempos de incubacion de las células con las
VEs del parasito, se elimin6 el medio de cultivd y se les afiadieron 500 pL de
TriZol (Thermo Fisher Scientific, EEUU) por pocillo a las monocapas
celulares, el cual se incubaron durante al menos 5 minutos. Posteriormente, se
afiadieron 100 pL de cloroformo durante 3 minutos, con el fin de deslipidizar
las muestras, realizandose una centrifugacion a 12000 xg durante 15 minutos.
La fase acuosa obtenida, conteniendo el RNA, se transfiri6 a un nuevo
microtubo al que se agregaron 250 uL de isopropanol. Esta mezcla se incubd
durante 10 minutos y se centrifugd nuevamente a 12000 xg durante 10
minutos. El sobrenadante fue descartado y el botdn se resuspendié en 500 pL
de etanol 75%, sometiéndose a agitacion suave, para después centrifugarse a
7500 xg durante 5 minutos. El sobrenadante obtenido fue descartado y el
botén se dejo secar durante 5 minutos, para posteriormente resuspenderlo en
30 puL de agua libre de RNAsas e incubarlo en un bafio a 60°C durante 15
minutos. El RNA obtenido se almaceno a -80°C hasta su uso.

Todos los pasos de incubacion y las centrifugaciones se llevaron a
cabo en frio (4°C). Las muestras de RNA se cuantificaron utilizando un
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, EEUU). La
pureza del RNA se determin6 evaluando el indice A260/A280 de las medidas
obtenidas con el Nanodrop, el cual debia mantenerse entre 1.9 y 2.1para ser

considerado como aceptable.

3.12.2. Tratamiento de las muestras de RNA con DNAsa y
retrotranscripcion a cDNA
Para llevar a cabo la retrotranscripcion se utilizd6 el sistema

QuantiTech Reverse Transcription Kit de QIAGEN (Alemania), un kit
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comercial con un protocolo rapido para la sintesis de cDNA y eliminacion del
DNA genémico que pudiera dar lugar a falsos resultados. Para ello, las
muestras de RNA y el tampon “gDNA Wipeout buffer” se descongelaron en
hielo, mientras que el resto de reactivos se descongeld a temperatura
ambiente, se mezclaron y centrifugaron rapidamente para recoger todo el
contenido incluido el existente sobre las paredes de los tubos, manteniéndose
en hielo hasta su uso.

El primer paso que se realizo fue la eliminacion del DNA gendmico
en cada una de las muestras. Para ello, se prepar6 una mezcla de 10 puL de
agua libre de RNAsas, 2 uL del “Wipeout buffer” 7X y 2 uL del RNA
obtenido previamente. Esta mezcla se incubd durante 2 minutos a 42°C
colocandose posteriormente en hielo, mientras se preparaba el master mix
para la transcripcion reversa, el cual consistio en 4 uL del buffer RT 5X, 1 uL
de la mezcla de primers RT y 1 uL de la transcriptasa reversa Quantiscript
(QIAGEN, Alemania). Los 6 uL de master mix se agregaron a los 14 uL de la
mezcla de reaccion de eliminacion del DNA gendmico y se incubo durante 15
minutos a 42°C, seguido de 3 minutos a 92°C para inactivar la enzima
transcriptasa reversa. La concentracion y calidad del cDNA se determin6 con
un espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher), estudiando la
razén obtenida de medir la absorbancia a 260 nm y a 230 nm (A260/A230), la
cual debia mantenerse entre 1.8 y 2.0. La presencia de cDNA se confirm6

mediante una PCR para amplificar el gen 18S del RNA ribosomal.

3.12.3. Cuantificacion por PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)
de la expresion de los genes de las Rho GTPasas RhoA, Racl y Cdc42

Para la cuantificacion de la expresion de los diferentes genes objeto
de este estudio, se utilizaron oligonucleotidos disefiados mediante un analisis
de secuencias utilizando la herramienta BLAST, del National Center for
Biotechnology Information, excepto en el caso del gen RhoA, donde se
empled el par de oligonucledtidos descrito por Wang y colaboradores en 2015

(Wang et al.,, 2015). Antes de realizar la RT-qPCR, se evaluaron los
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oligonucleodtidos disefiados mediante una PCR convencional en la que se
visualizaron las bandas originadas fruto de la amplificacién por medio de una
electroforesis en un gel de agarosa al 2% en tampon TAE 1X. En el gel se
incluy6 un marcador de peso molecular de DNA de 50 a 1000 pb.

La reaccion de PCR vy el programa de amplificacion se muestran en la

Tabla 3.13.3.1.

Tabla 3.12.3.1. Reactivos y cantidades empleadas para las reacciones de PCR que amplifican

los genes RhoA, Racl, Cdc42, GAPDH y 18S.

Reactivo Cantidad (nL)
Agua 5.8
Tampon 5X 2
MgCl, 25 mM 2
dNTPs 2
Oligonucledtido-F (10 mM) 1.5
Oligonucleodtido-R (10 mM) 1.5
Horse power Taq DNA polimerasa 0.2
DNA 5

Las condiciones de PCR empleadas fueron: una incubacion inicial a
94°C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
durante 30 segundos, alineamiento a 62°C durante 30 segundos y una
extension a 72°C durante 30 segundos. La extension final se realizo a 72°C
durante 10 minutos. Como control positivo se utilizo6 DNA de células Vero y
como control negativo agua libre de nucleasas en vez del cDNA o DNA.

Las secuencias de las sondas de amplificacion empleadas se muestran
en la Tabla 3.12.3.2. Como genes normalizadores se emplearon el GAPDH y

el 18S.
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Tabla 3.12.3.2. Secuencia de los oligonucleodtidos empleados para la amplificacion de Rho

GTPasas. Se incluyen las secuencias de los genes empleados como normalizadores (GAPDH y

185).

Oligonucleétido Secuencia Tamaiio (pb)
RhoA F: 5"-TTCCATCGACAGCCCTGATAGTTTA-3’ 179
R: 5-CACGTTGGGACAGAAATGCTTG-3’

Racl F: 5-TGCAAAGTGGTATCCTGAGGTGCG-3’ 122
R: 3’- GCGGATAGGTGATGGGAGTCATCAGC-5’

Cdc42 F: 5-CCTCCAGAACCGAAGAAGAGCCG-3’ 178
R: 3-AGTGCATGTGGGTAGGTGCAGGG-3"

GAPDH F: 5-GCAAGTTCCATGGCACCGTGAAG-3’ 239
R: 3-AGGCGTTGCTGACGATCTTGAGGC-3’

18S F: 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3" 151

R: 3"-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’

Con la confirmacion de la amplificacion mediante la PCR

convencional se procedid a realizar una curva patrén para calcular la

eficiencia de cada par de oligonucleoétidos, la cual fue incluida en el software

del termociclador para calcular los valores relativos de expresion. En este

caso, el cDNA se amplifico con el reactivo SsoFast® EvaGreen Supermix

(Bio-Rad Laboratories, EEUU), en el termociclador CFX-96 Real Time

System (Bio-Rad Laboratories, EEUU). La mezcla de reaccion para la RT-
gPCR se muestra en la Tabla 3.12.3.3.

Tabla 3.12.3.3. Reactivos y cantidades empleadas en las RT-qPCR.

Reactivo

Cantidad (nL)

SsoFast EvaGreen Supermix
Agua

Oligonucledtido-F
Oligonucledtido-R

Muestra de cDNA

5
1
1
1
1

La cantidad de cDNA empleada para cada reaccion fue de 50 ng y las

condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de calentamiento de 2 minutos
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a 95°C, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 10 segundos
y annealing a 60°C durante 10 segundos. Posteriormente las muestras se
calentaron a 95°C durante 30 segundos, seguidas de un paso de 30 segundos a
65°C y una curva de melting desde los 65°C hasta los 95°C (0.05 segundos).
Cuando la amplificacion termind, las muestras se mantuvieron a 12°C. Cada
muestra se analizo por triplicado.

Las muestras fueron cuantificadas en funcion de la formula del
~(CT gen de referencia - CT gen

incremento de ACT en el cual la proporcion del gen = 2

problema) (leak & Schmittgen, 2001)

3.13. Fosforilacion de la RhoA GTPasa

La mayoria de las Rho GTPasas mantienen un ciclo entre una forma
activa unida a GTP y una conformacion inactiva unida a GDP, con el fin de
regular su habilidad de activar proteinas efectoras y generar las respuestas
celulares (Hodge & Ridley, 2016). Como ya se ha mencionado, las proteinas
RhoA, Racl y Cdc42 participan en diferentes procesos celulares en los que
interviene el citoesqueleto, el ciclo celular, y la apoptosis, entre otros. En el
caso en concreto de la proteina RhoA, a nivel molecular es capaz de regular la
actividad de multiples factores de transcripcion como ROCK, Cdc42 y Racl
(Berrier & Alahari, 2011), siendo esta proteina la principal implicada en la
polimerizacion de los filamentos de actina. Es por esto que se decidio evaluar
el efecto de las VEs en la fosforilacion de esta proteina y, por tanto, en la
actividad de las proteinas efectoras ROCK1 y ROCK2.

Para este experimento, monocapas de células Vero se sembraron en
placas de 6 pocillos (5x10°) como en los experimentos anteriores y se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas, tiempo en el que se lavaron e
incubaron con las VEs de los tripomastigotes durante 5, 10, 15 y 30 minutos.
Transcurrido cada uno de los tiempos, las células se lavaron con PBS estéril,
se lisaron con tampon de lisis RIPA y se cuantificd la concentracion de
proteinas con el método colorimétrico de Bradford. Asi, 60 pg de cada

muestra fueron sometidos a una electroforesis SDS-PAGE en geles de
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poliacrilamida y a una posterior transferencia a la membrana de PVDF para
realizar los Western blots, utilizdndose como anticuerpos primarios los
anticuerpos anti-RhoA fosforilado (pSer 188) (Sigma Aldrich, EEUU)
(1:500), anti-RhoA (1:1000), anti-ROCK1 (Sigma Aldrich, EEUU) (1:1000) y
anti-ROCK2 monoclonal (clon 2A4) (Sigma Aldrich, EEUU) (1:1000), los
tres primeros producidos en congjo y el ultimo producido en ratén. Se sigui6
el protocolo descrito en la seccion 3.3.4.3 para realizar los Western blots vy,
posterior al revelado de cada membrana, se lavaron con solucion acida, tras lo
que se incubaron con el anticuerpo control de carga, un anticuerpo anti-
GAPDH preparado en raton (Sigma Aldrich, EEUU) (1:5000), continuandose
el Western blot como ya se ha descrito. Como controles positivos del
experimento se realizo la incubacion de las células con trombina (20 pM)
(Sigma Aldrich, EEUU) y con 4cido lisofosfatidico (LPA) (40 uM) (Sigma
Aldrich, EEUU), este ultimo agregado a los cultivos célulares mantenidos en
medio MEM sin SFBI durante 24 horas previo a su adicion, segun lo descrito
por Shaw y colaboradores y Leve y colaboradores (Shaw et al., 1998; Leve et
al., 2011). Se incluy6 un control de células sin la incubacion con las VEs para

cada tiempo.

3.14. Formacion in vitro de los inmunocomplejos VEs-IgGs
anti-7. cruzi y observacion de las VEs de tripomastigotes y
epimastigotes de 7. cruzi, IgGs anti-7. cruzi e

inmunocomplejos mediante microscopia de fuerza atdmica

3.14.1. Produccion de anticuerpos policlonales anti-7. cruzi para la
purificacion de las IgGs

La produccion de anticuerpos policlonales anti-7. cruzi se realizd
mediante la inyeccion intraperitoneal de ratones hembra de 6 semanas de la
cepa CDI1 con 5 pg de un lisado de tripomastigotes de 7. cruzi Pand, el cual

fue sometido a 3 ciclos de congelacion/descongelacion (-80°C/0°C) y a 2
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minutos de sonicacion en ciclos de 10 segundos, con 10 segundos de descanso
entre ciclos. El lisado del parasito se diluyé en PBS estéril y la primera
inmunizacion se realizdo mezclando la solucion de proteinas del parasito con
un volumen igual de adyuvante completo de Freund (Sigma Aldrich, EEUU)
(200 pL volumen final). Después de la primera inmunizacion, se realizaron
inmunizaciones con una periodicidad semanal, inyectando el lisado mezclado
en una misma proporcion de adyuvante pero en estos casos ya bajo la forma
de adyuvante incompleto de Freund (Sigma Aldrich, EEUU), hasta completar
6 semanas. Después de la segunda inmunizacion, se extrajo sangre de los
animales cada 7 dias post inyeccion del antigeno, con el fin de ir evaluando la
respuesta de anticuerpos en funcion del titulo que presentaban. Finalmente,
una semana después de la ultima inmunizacion, los animales se anestesiaron
con isofluorano (Forane) (Abbot, EEUU) y se sacrificaron por exaguinacion
mediante puncion cardiaca. La sangre se recolectd en tubos BD Microtainer
(Beckton Dickinson & Company, EEUU), se dejé coagular durante 15
minutos y se centrifugd a 5000 xg durante 5 minutos, con el fin de obtener el
suero. El suero obtenido se almaceno en alicuotas a -20°C, diluidas con
glicerol en una proporcion 1:1.

Previo a la primera inmunizaciéon de los animales con el lisado del
parasito, se realizd la extraccion de sangre por puncion en la vena
submandibular, con el fin de obtener el suero pre inmune y emplearlo como
control negativo. El titulo de anticuerpos para el suero de cada animal se
obtuvo utilizando la técnica ELISA, en placas Nunc® de 96 pocillos
recubiertas con 5 pg del lisado de tripomastigotes como se describe a

continuacion.

3.14.2. Determinacion del titulo de anticuerpos mediante ELISA
La técnica ELISA se basa en la deteccion de un antigeno
inmovilizado en una fase sélida, empleando anticuerpos marcados con una

enzima que, al ser incubada con su sustrato, general una reaccion
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colorimétrica en funcioén de la cantidad de enzima inmovilizada en la reaccion
antigeno-anticuerpo.

Para determinar el titulo de anticuerpos de los sueros, 5 pug del lisado
de tripomastigotes diluidos en tampoén carbonato pH 9.6 fueron adsorbidos en
los pocillos de placas Nunc® de 96 pocillos. La adsorcion del antigeno a la
placa se realiz6 manteniendo la solucion del antigeno en tampon carbonato
pH 8.2 en los pocillos durante 2 horas a temperatura ambiente, en agitacion
constante. Transcurridas las 2 horas, la placa se lavo 3 veces con tampon de
lavado compuesto por 0.3% Tween-20 en PBS y a cada pocillo se agregaron
250 puL de una solucion de bloqueo compuesta por 2% leche en polvo
desnatada y 0.1% Tween-20 en PBS, la cual se incub6 a 4°C durante toda la
noche, en agitacion. La solucion de bloqueo fue eliminada mediante 3 lavados
con tampdén de lavado para afadirse diluciones seriadas de los sueros a
ensayar, desde 1/100 hasta 1/25600, preparadas en PBS estéril. La incubacion
de las diluciones de los sueros se llevd a cabo a 37°C durante dos horas en
agitacion suave. Posteriormente, la placa se volvio a lavar de la misma manera
y se coloco una dilucion 1/1000 del anticuerpo secundario anti-
inmunoglobulinas totales de raton marcado con peroxidasa (Dako Agilent
Pathology Solutions, EEUU). La placa con el anticuerpo secundario se incub6
durante una hora bajo las mismas condiciones y tras el lavado, se procedio al
revelado afiadiendo 100 pL de una solucion de sustrato de la peroxidasa a
cada pocillo, compuesta por 12.5 mL tampon citrato (0.1 M 4cido citrico, 0.1
M citrato de sodio, pH 5), 12.5 mL agua destilada, una pastilla de OPD
(Sigma Aldrich, EEUU) y 25 pL de peroxido de hidrogeno. La placa se
incubd protegida de la luz a 37°C durante 30 minutos y después se
interrumpio la reaccion con 50 puL de la solucion de parada, compuesta por 3
M HCI en agua destilada. La lectura se realiz6 a 492 nm, en un lector de
placas MultiSkan Spectrum (Thermo Fisher Scientific, EEUU). El punto de
corte del ensayo se realizé calculando la media de la absorbancia del control

negativo = 3 veces la desviacion estandar obtenida.
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3.14.3. Obtencion de las IgGs a partir del inmunisuero en ratén anti-7.
cruzi 'y preparacion de los inmunocomplejos VEs-IgGs anti 7. cruzi

Para obtener las IgGs presentes en los inmunisueros obtenidos, se
partié de 600 pL del suero de ratdon que se cromatografié en una columna HP
spin trap de proteina G (GE Healthcare, EEUU) siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para esto, la columna fue centrifugada con el
fin de extraer el liquido de almacenamiento que contiene y se equilibré con
600 puL de tampdén de acoplamiento. La columna con el tampon fue
centrifugada de nuevo y posteriormente a la que se agregaron 600 uL de la
muestra de suero que se incub6 durante 4 minutos en agitacion, con el fin de
que las IgGs de la muestra interaccionaran con la proteina G ligada a la
sefarosa. Transcurridos 4 minutos, la columna se centrifugd y se lavd dos
veces con 600 pL de tampdén de acoplamiento para eliminar los restos de las
otras inmunoglobulinas no ligadas y el resto de las proteinas del suero y
continuar posteriormente con el paso de elucion, para el que se agregaron 100
puL de tampdn de elucion a pH 2.7 que se mezcld agitando e invirtiendo la
columna. La columna se coloco en un tubo de 2 mL al que previamente se le
habia agregado 15 pL de un tampon carbonato a pH alcalino (pH 9.2) para
neutralizar el eluido, centrifugdndose nuevamente para ya asi colectar las
IgGs, paso que se repitido con otros 100 pL de tampon de elucion. Todas las
centrifugaciones se realizaron a 100 xg durante 30 segundos, excepto el paso
de la elucion que se realizé a 70 xg durante 30 segundos. La cuantificacion de
proteinas se realizo utlizando el kit comercial micro BCA ya antes descrito.

Para la formacion de los inmunocomplejos VEs-1gGs anti-7. cruzi, 10
puL de la muestra con las IgGs procedentes del inmunisuero anti-7. cruzi total
con un titulo de 1/12800 se incubaron durante 1 hora a 37°C en agitacion con
5 uL de una muestra de VEs (diluida 1:4 en PBS estéril, con una
concentracion de proteinas de 6.2 ug/ul). Transcurrido este tiempo, la
muestra se centrifugd a 100000 xg durante una hora a 4°C para eliminar las
IgGs no unidas y el complejo formado se lavd 3 veces con PBS estéril

mediante centrifugacion en las mismas condiciones antes descritas.
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Finalmente, la muestra se resuspendi6 en 50 pL de PBS estéril y se almaceno
a 4°C para su observacion mediante microscopia de fuerza atomica y para ser
empleada en los experimentos de biodistribucion de las exovesiculas en
animales y la obtencion de imagenes in vivo mediante el sistema IVIS (Perkin

Elmer, EEUU).

3.14.4. Microscopia de fuerza atémica

La microscopia de fuerza atomica es una técnica cada vez mas
empleada en biologia celular, ya que permite evaluar la estructura de las
proteinas, la ultraestructura de las organelas y la dinamica de las membranas
celulares, entre otras (Schaefer et al.,2002; Kuznetsova et al., 2007; Heinisch
et al., 2012). En el estudio de las VEs, esta técnica ha sido empleada para
caracterizar estructural y mecanicamente VEs aisladas de diferentes fuentes
bioldgicas como saliva (Sharma et al., 2010) y células cancerosas (Whitehead
et al.,, 2015), asi como para realizar comparaciones entre las técnicas de
aislamiento y poder observar como se altera la estructura y tamafio de las
exovesiculas aisladas (Woo et al., 2016) o para llevar a cabo analisis
funcionales del contenido proteico/enzimatico de la membrana externa de las
VEs, empleando puntas funcionalizadas con anticuerpos (Sharma et al., 2010;
Yuana et al., 2010).

La MFA consiste en colocar una punta fina al final de un cantilever
que va contactando con la muestra colocada sobre diferentes soportes,
incluidas las laminas de mica moscovita. El escaneo se realiza linea por linea
y la altura de la punta se ajusta dependiendo de la retroalimentacion del
aparato. Esta retroalimentacion puede venir de las fuerza ejercida por el
cantilever sobre la muestra, de la frecuencia de oscilacion de la punta, de la
amplitud de oscilacion de la punta o de una combinacion de las anteriores
(Parisse et al., 2017). Al final, lo que revela es informacion sobre la topografia
y propiedades mecanicas de la muestra, pudiendo obtenerse imagenes con una

resolucion de menos de 1 nm y una amplificacion de varios millones de veces.
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La preparacion de las muestras para la determinacion de la topografia
se realizo de la siguiente manera: en el caso de las VEs y las IgGs anti-T.
cruzi purificadas, se colocaron 10 pL de cada una de las muestras
directamente sobre laminas de mica moscovita para su adsorcion. La
concentracion de proteinas de las muestras de VEs empleadas fue 1.55 pg/uL
(las muestras se diluyeron 1:4) y en el caso de las IgGs, se empled una
dilucion 1:100 de una muestra con 1.82 pg/uL de proteinas. Las formacion de
inmunocomplejos VEs-IgGs anti-7. cruzi se realizé incubando 10 pL de VEs
con 10 uL de una dilucion 1:100 de IgGs a 37 °C durante 1 hora, y los
inmuncomplejos formados se lavaron 3 veces con PBS estéril filtrado
mediante centrifugaciones a 10000 xg, para después depositar 10 puL sobre la
superficie de mica moscovita. De todos los sustratos disponibles para
microscopia de fuerza atomica, la mica moscovita es facilmente escindible y
representa el sustrato que se emplea mas comtinmente en el caso de analisis
de imagenes de DNA y proteinas, ademas de ser la primera eleccion para el
analisis por MFA de las VEs (Parisse et al., 2017). De hecho, la interaccion
electrostatica entre la superficie de la mica y las vesiculas es suficiente para
mantenerlas unidas a la superficie aun cuando se lava con agua ultrapura y se
secan en corriente de nitrogeno (Palanisamy et al. 2010). Después del proceso
de adsorcion de las muestras, las laminas de mica se lavaron 3 veces con agua
destilada y se dejaron secar al aire durante 10 minutos. Posteriormente se
aplico un flujo suave de nitrégeno para terminar de secarlas.

Las muestras se analizaron por triplicado utilizando un microscopio
Park AFM NX20 (Park Systems, Korea), en la unidad de microscopia de
fuerza atomica del Centro de Instrumentacion Cientifica, en la Universidad de
Granada. Se realizaron medidas de tamaifio utilizando el modo no contacto en
el caso de las muestras de VEs e IgGs y se emplearon los modos no contacto y
“tapping” para las muestras de inmunocomplejos.

El modo no contacto consiste procurar que la punta del cantilever
“flote” sobre la superficie de la muestra a una distancia comprendida entre los

50-150 A, con el fin de detectar las fuerzas de van der Waals que acttan entre
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la punta y la muestra y asi construir imagenes topograficas al realizarse el
escaneo de la punta sobre la superficie de la muestra (Jalili &
Laxminarayana, 2004). Por otra parte, el modo “tapping” se basa en MFA de
amplitud modulada, la cual detecta cambios en la amplitud de vibracion del
cantilever oscilante que la usa como una sefial de retroalimentacion para
generar imagenes de alta resolucion (San Paulo & Garcia, 2001). El modo de
no contacto se empled para obtener imagenes de topografia colocando en el
equipo cantilevers de silicona con forma piramidal con una constante “spring”
de 40 N'-m” y una frecuencia de resonancia de 320 kHz. Las iméagenes se
adquirieron con una resolucion de 256 x 256 pixeles con una tasa de escaneo
de 0.5-0.7 Hz. Dichas imagenes se procesaron y analizaron con el software
XEI (Park Systems, Korea). Imagenes representativas de cada muestra se
obtuvieron al escanear al menos en 3 localizaciones diferentes de 3 muestras
diferentes.

Ademas de las imagenes de topografia para realizar las mediciones, se
llevo a cabo la determinacion de las propiedades mecénicas tales como la
rigidez, el mddulo de elasticidad longitudinal o moédulo de Young y la
adhesion en cada una de las muestras. En este caso, se emplearon sondas
NSC-14 (K: 5 N-m™ y frecuencia de resonancia: 160 kHz) y las mediciones se
realizaron con el modo “PinPoint”, un modo desarrollado para compensar los
errores posicionales entre la informacion topografica y la espectroscopia de
fuerza, ya que con otros modos como el “tapping”, empleado usualmente
cuando se trabaja con muestras bioldgicas, es muy dificil evitar los errores de
posicion de topografia y espectroscopia de fuerza debido a la naturaleza de las
muestras biologicas (suaves y pegajosas en la mayoria de los casos). El
procedimiento para llevar a cabo la medicion consiste en tres pasos diferentes:
1) el escaneo XY, que se detiene durante la adquisicion; 2) la aproximacion de
la punta a la superficie, que mide las propiedades mecanicas y se retrae de la
superficie unos pocos ms (4 ms), con el fin de alcanzar una fuerza de
interaccion programada (15 Nn) donde 3) se graba la altura de aproximacion y

se mantiene la distancia Z. En este procedimiento, la fuerza se mantuvo
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constante mientras se realizaron las mediciones de las propiedades, para luego
retraer la punta y moverse al siguiente pixel. Los valores nanomecanicos se
obtuvieron a partir de las curvas de fuerza-distancia (F-d) después del
contacto de la punta con la superficie. Los valores obtenidos se consideraran

valores relativos.

3.15. Biodistribucion de las VEs de tripomastigotes de 7. cruzi
y los inmunocomplejos VEs-IgGs anti-7. cruzi mediante el

sistema de analisis de imagenes IVIS

3.15.1. Preparacion y tincion de las muestras de VEs e inmunocomplejos
VEs-IgGs anti-T. cruzi

Para este experimento se emplearon muestras de VEs y de
inmunocomplejos formados como se describié anteriormente, resuspendidos
en PBS. En este caso, muestras con 5 pug de proteina se incubaron con una
solucion 1 mM del colorante DiR (D12731) (Invitrogen, EEUU) durante 45
minutos a 37°C, protegidas de la luz y mantenidas en agitacion. Transcurrido
este tiempo, las muestras se centrifugaron a 100000 xg durante una hora a
4°C, lavandose 3 veces con PBS estéril mediante centrifugaciones en las
mismas condiciones antes descritas. El boton con las VEs y/o los
inmunocomplejos se resuspendié en 50 pL de PBS estéril inyectandose por
via intravenosa en ratones hembra de 6 semanas de la cepa CD1, a través de la
vena marginal de la cola.

Con el fin de darles seguimiento puntual y diario de la localizacion de
las VEs o de los inmunocomplejos inyectados, los ratones fueron anestesiados
con isoflurano (Forane) (Abbot, EEUU), analizandose en un equipo con un
sistema de analisis de imagenes in vivo IVIS Spectrum (Perkin Elmer, EEUU)
del Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.
Transcurridas 72 horas, un animal de cada grupo se sacrifico, se les extrajeron

los 6rganos donde se visualizaron la presencia de las vesiculas tefiidas con el
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colorante en el IVIS a la longitud de onda correspondiente a la emision en el
infrarrojo (excitacion: 750 nm, emision 780 nm), a al cual emite el DiR.

El ensayo se realiz6 por triplicado con 4 animales por grupo mas un
raton que se considero el blanco del experimento, al que se le inyectd solo una
solucion de PBS estéril tratada con el colorante. Para la localizaciéon y
movimientos del DiR en dicho animal, el mismo fue tratado y observado bajo
el IVIS bajo las mismas condiciones descritas previamente para los ratones
inoculados con las VEs o los inmunocomplejos. Como controles del
experimento se emplearon grupos de animales inyectados con VEs de células
Vero, inmunocomplejos formados por VEs de células Vero con el anticuerpo
anti-CD9 (Sigma Aldrich, EEUU), tratados de igual forma a la formacion de
los inmunocomplejos con las IgGs anti-7. cruzi. El CD9 corresponde a una
tetraspanina considerada como un marcador presente en los exosomas de las
células de mamifero. Otros controles empleados fueron ratones inyectados
con las VEs de T. cruzi incubadas con un suero pre inmune y ratones
inyectados con un “pseudoinmunocomplejo” preparado incubando las VEs
con las fracciones Fab de las IgGs anti-7. cruzi obtenidas previamente. Para
ello, tras la comatografia con la columna de proteina G de las
inmunoglobulinas anti-7. cruzi de raton, las IgGs fueron tratadas con papaina,
una cistein proteasa, enzima capaz de cortar a las IgGs en los enlaces
disulfuro y asi generar de forma separada los fragmentos Fab y Fc. Para este
experimento se emplearon 500 pl de papaina inmovilizada en agarosa
(Thermo Fisher Scientific, EEUU), la cual se mezcld con 500 pL del tampdn
de digestion al que se agregéd cisteina-HCI a una concentracion final de 20
mM justo antes del momento de usarse. Para equilibrar el gel se agreg6 1 mL
de tampon de digestion (descrito en el apartado de soluciones) y se centrifugo
a 100 xg durante 30 segundos. El gel con la papaina se resuspendio en 500 pL
del tampdn de digestion al que se colocaron 500 puL de la muestra de IgGs
purificadas previamente diluida con 500 pL del tampdén de digestion. La
muestra se incubd en agitacion con la papaina durante 2 horas a 37°C,

agregandose posteriormente 1.5 mL de Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, para recoger
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el sobrenadante después de una nueva centrifugacion a 100 xg durante 30
segundos, reteniéndose en el boton la enzima ligada a la agarosa. El
sobrenadante obtenido con las fracciones Fab y Fc se proceso 2 veces por una
columna de proteina G, con el fin de obtener fracciones Fab puras en el
primer eluido al quedar retenidas las regiones Fc en la proteina G
inmovilizada.

La confirmacion de la separacion de las fracciones se realizd
mediante una electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida y
posteriormente, un Western blot para evidenciar el reconocimiento de las
proteinas de las VEs de los tripomastigotes de la cepa Pan4 de T. cruzi por las
IgGs obtenidas anti-7. cruzi. El reconocimiento de la proteina CD9 presente
en las VEs procedentes de las células Vero se llevdo a cabo por igual
procedimiento mediante un anticuerpo anti-CD9 (Thermo Fisher Scientific,
EEUU) empleado en el Western blot, siguiendo el protocolo ya descrito.

El empleo de animales de laboratorio para los experimentos realizados
en esta Tesis Doctoral se realizé siguiendo los requerimientos de bioética de
la Junta de Andalucia y la Universidad de Granada con niumero de expediente

12/11/2017/162

3.16. Analisis y comparacion del proteoma de las VEs de

tripomastigotes y epimastigotes de 7. cruzi

3.16.1. Preparacion de las muestras de VEs de tripomastigotes y
epimastigotes de 7. cruzi Pan4

Para los analisis de proteomica se siguid el mismo protocolo de
aislamiento de las VEs que se muestra en la Figura 3.3, con algunas
modificaciones dependiendo de las formas del parasito. En el caso del
aislamiento a partir de tripomastigotes, estos se incubaron en medio MEM sin
suero (Queiroz et al., 2016), con el fin de evitar en lo posible la

contaminacion con otras proteinas que puedieran interferir en los resultados.
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En el caso del aislamiento a partir de epimastigotes, 1x10’ formas flageladas
se cultivaron en medio LIT con SFBI hasta que el cultivo alcanzara la fase
estacionaria (aproximadamente al quinto dia de cultivo). A partir de este
momento, se siguié el mismo protocolo de aislamiento de las VEs a partir de
epimastigotes descrito en la seccion 3.3, con la variante de que los parasitos
fueron cultivados en medio LIT sin suero durante 5 horas. Las VEs obtenidas
después de la centrifugacion diferencial se lavaron 3 veces en PBS frio sin
inhibidores de proteasas y el ultimo botén fue resuspendido en 50 pL de PBS
frio. Tras la cuantificacion de proteinas con el kit micro BCA, se dejaron
precipitar las proteinas a -20°C durante toda la noche, utilizando 150 pL de
acetona mantenida a -20°C. La eliminacion de la acetona se realizo tras una
centrifugacion a 13000 xg durante 10 minutos a 4°C. Después de eliminar el
sobrenadante, se realizdé un lavado de las muestras con 1 mL de acetona fria,
retirandose la acetona de las muestras de la misma forma. Finalmente, los
tubos se dejaron abiertos y mantenidos en hielo en una corriente de aire y
nitrogeno, con el fin de evaporar los restos de acetona. Las muestras se
almacenaron a -80°C hasta que fueron enviadas para su analisis. Cada muestra
usada en la secuenciacion contenia 40 pg de proteina y se analizaron tres
muestras por cada una de las fases biologicas del parasito.

El analisis de las muestras se realizé mediante cromatografia liquida de
fase reversa-espectrometria de masas en tandem (RP LC-MS/MS) en modo
exclusion dindmica en un equipo LTQOTrbitrap-Velos-Pro (Thermo Fisher
Scientific, EEUU), en el Laboratorio de Proteémica del Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa, en Madrid. Las bases de datos empleadas para la
busqueda fueron UniProt-Trypanosoma cruzi_ CL Brener,
TriTrypDB_Trypanosoma cruzi_Sylvio, Uniprot- Bos taurus y Uniprot-
Chlorocebus sabaeus, utilizandose el algoritmo SEQUEST, a través del

software Proteome Discoverer 1.4.
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3.16.2. Analisis proteémico de las muestras

Los extractos de proteinas se resuspendieron en 50 pL de tampdn de
muestra y se cargaron en un gel para realizar una electroforesis de SDS-
PAGE, cuya corrida se detuvo cuando el frente de muestra ingres6 unos 3 mm
en el gel separador, con el fin de que todo el proteoma se concentrara en la
interfase de ambos geles. Las bandas de proteinas no separadas se
visualizaron mediante una tincion con azul de Coomasie, se cortaron y se
colocaron en tubos de microcentrifuga. Los trozos de gel con las bandas se
destifieron con una soluciéon de acetonitrilo:agua (en proporcion 1:1), los
enlaces disulfuro se redujeron con DTT 10 mM durante 1 hora a 56°C y los
grupos tiol fueron alkilados con iodoacetamida 50 mM durante 1 hora a
temperatura ambiente, protegidas de la luz. La digestion se realizo in situ con
tripsina grado secuenciacion (Promega, EEUU), segin lo descrito por
Schevchenko y colaboradores en 1996 (Shevchenko et al., 1996), con algunas
modificaciones. Posteriormente, se eliminé todo el liquido de los trozos de gel
empleando acetonitrilo, el cual fue removido y los trozos de gel se secaron
para ser tratados con bicarbonato de amonio 50 mM pH 8.8 mas 60 ng/uL de
tripsina, en una proporcion 5:1 proteina:tripsina (v/v). Los tubos con las
muestras se mantuvieron en hielo por 2 horas, incubandose a 37°C durante 12
horas, tiempo en el que se detuvo la digestion al agregar 4cido trifluoroacético
al 1%. Los sobrenadantes se desalaron empleando puntas de pipeta ZipTip
C18 (Millipore Corporation, EEUU), puntas de pipeta OMIX C18 (Agilent
Technologies, EEUU) o columnas OASIS C18 (Waters, EEUU) hasta el
momento del analisis por espectrometria de masas.

Los productos de la digestion desalados se secaron y resuspendieron
en 10 pL de 4cido formico al 1% y se analizaron mediante RP-LC-MS/MS en
un sistema Easy-nLC II acoplado a un espectrometro de masas hibrido
LTQOrbitrap-Velos-Pro (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Los péptidos se
concentraron por cromatografia de fase reversa empleando una precolumna
C18 RP de 0.1 mm x 20 mm (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y luego se

separaron con una columna C18 RP de 0.075mm x 250 mm (Thermo Fisher
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Scientific, EEUU), la cual operaba a 0.3 pL/min. Los péptidos fueron eluidos
mediante un gradiente dual del 5 al 25% de solvente A (acido formico al 0.1%
en agua) durante 180 minutos, seguido de un gradiente del 25 al 40% de
solvente B (4cido formico al 0.1% y 80% de acetonitrilo en agua) durante 240
minutos. Se realizo6 una ionizacion por electrospray utilizando una interfase
Nanobore emitters Stainless Steel ID 30 um (Proxeon Biosystems,
Dinamarca) y los péptidos se detectaron en escaneos de 400 to 1600 amu (1
uscan), seguido de 15 escaneos MS/MS “data dependent”, empleandose un
ancho de aislamiento de 2 u (en unidades de radio masa-carga), energia de
colision normalizada de 35% y exclusion dinamica aplicada en periodos de 30
segundos. Para la identificacion de los péptidos se empled el algoritmo
Sequest (Proteome Discoverer 1.4) (Thermo Fisher Scientific, EEUU). La
blusqueda se realizé en las bases de datos UniProt-Trypanosoma cruzi CL
Brener, TriTrypDB Trypanosoma cruzi Sylvio, Uniprot- Bos taurus y
Uniprot-Chlorocebus sabaeus, considerandose las siguientes restricciones:
corte triptico después de Arg y Lys, hasta 2 sitios de corte faltantes y
tolerancias de 10 ppm para los iones precursores y 0.8 Da para iones en
fragmento MS/MS; la oxidacion de Met y la carbamidometilacion de Cys

fueron permitidas.

3.16.3. Analisis bioinformaticos

Los analisis de enriquecimiento se clasificaron de acuerdo con la
ontologia génica usando la herramienta de enriquecimiento “trytrip GO
Terms” y se incluyo la ontologia de la funcién molecular con un valor de
corte p>0.05. Los “GO Terms” con valores p<lx 107 fueron representados
como graficos de dispersion y graficos interactivos empleandose la
herramienta REVIGO (Croacia). Estos analisis fueron realizador por el Dr.
Luis Miguel de Pablos Torrd, investigador en el Instituto de Biotecnologia,
Grupo de Bioquimica y Parasitologia Molecular de la Universidad de

Granada.

117



Materiales y métodos

3.17. Analisis estadistico de los datos

El analisis estadistico se realiz6 previa comprobacion de la normalidad
y homocedasticidad de los datos, es decir, si el error cometido por el modelo
tiene siempre la misma varianza. Los datos de cuantificacion se presentan
como la media de tres 0 mas experimentos independientes, cada uno realizado
por triplicado. Se calcularon las medias y desviaciones estandar en el caso de
los tamafios de las VEs obtenidos por NTA y MFA y en todos los recuentos
realizados, tanto en los experimentos de invasion como en los de viabilidad
celular (experimentos de permeabilizacion). Se empleo6 la prueba ANOVA de
un factor para detectar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos y las comparaciones multiples post hoc con el
test de Tukey-Kramer para evidenciar cudles grupos eran estadisticamente
diferentes. En el caso de que los datos no cumplieran con el supuesto de
normalidad, se emple6 la prueba de Kruskal-Wallis y las comparaciones
multiples post hoc se realizaron con el test de Mann-Whitney, ajustandose los
valores p obtenidos con la prueba de Bonferroni. Para el experimento de
invasion celular con 7. gondii, se empleé el test de la T de Student. Los
analisis se realizaron con el software GraphPad Prism v5. Valores de

p<0.0001 se consideraron estadisticamente significativos.

3.18. Soluciones, reactivos y medios de cultivo

3.18.1. Cultivo de parasitos, células y aislamiento de las VEs
e LIT (1 L): 4 g cloruro de sodio, 0.4 g cloruro de potasio, 15 g
hidrogenofosfato de sodio heptahidratado, 2 g glucosa, 3 g infusion de
higado, 5 g triptona, 2 g hemina. Llevar a 1 L con agua destilada y
esterilizar mediante filtracion.
e LIT suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFBI)
(1 L): medio LIT preparado como se describio anteriormente mas 100

mL de SFBI filtrado previamente.
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MEM (1 L): 9.53 g Minimum Essencial Medium Eagle (Sigma
Aldrich, EEUU), 2.2 g carbonato de sodio, 4.4 g HEPES, 0.056 g
penicilina, 0.1 g estreptomicina, 0.048 g kanamicina, pH 7.2. Llevar a
1 L con agua destilada y esterilizar mediante filtracion.

MEM suplementado con 10% de SFBI (1 L): MEM preparado como
se describid anteriormente mas 100 mL SBFI filtrado previamente.
RPMI suplementado con 10% SBFI ultracentrifugado y 25 mM
HEPES (1 L): 16.4 g RPMI-1460 medium (Sigma Aldrich, EEUU),
2.2 g carbonato de sodio, 0.134 g penicilina, 0.060 g estreptomicina,
0.134 g kanamicina, 100 mL SBFI ultracentrifugado y 5.95 g HEPES,
pH 7.4. Llevar a 1 L con agua destilada y esterilizar mediante
filtracion.

Claycomb suplementado con 10% de SFBI (100 mL): 87 mL de
medio Claycomb (Sigma Aldrich, EEUU), 10 mL de SFBI, 1 mL
penicilina/estreptomicina (100 U/mL: 100 pg/mL), 1 mL
norepinefrina (stock al0 mM) y 1 mL L-glutamina (stock a 200 mM),
pH 7.2. Esterilizar mediante filtracion. Suplementar con L-glutamina
cada dos semanas. Almacenar protegido de la luz.

Tripsina-EDTA (400 mL): 0.08 g EDTA y 0.2 g tripsina, pH 7.4.
Llevar a 400 mL con agua destilada y esterilizar mediante filtracion.
PBS: 10 mM de fosfato de sodio y 10 mM de fosfato de potasio, pH

7.2. Esterilizar autoclavando 20 minutos a 121°C y 1 atm de presion.

3.18.2. Transformacion de epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos

Medio TAU: 190 mM de cloruro de sodio, 8 mM de tampon fosfato,
17 mM de cloruro de potasio, 2 mM de cloruro de magnesio y 2 mM
de cloruro de calcio, pH: 6. Esterilizar mediante filtracion.

Medio TAU3AAG: medio TAU suplementado con 10 mM de L-
prolina, 50 mM de L-glutamato de sodio, 2 mM de L-aspartato de
sodio y 10 mM de D-glucosa, pH: 6. Esterilizar mediante filtracion.
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3.18.3. Tincion de Giemsa
e Tampoén de Giemsa: 8 mM hidrogenofosfato monopotésico y 6 mM
hidrogenofosfato de sodio, pH 6.8. Preparar una dilucién 1:10 del

colorante y filtrar en papel de filtro antes de usar.

3.18.4. Geles de agarosa
e Tampoén TAE (10X): 0.4 M Tris-acetato, 20 mM EDTA y 11.14 mL
acido acético, pH 8.2 en agua destilada.
e Tampén TAE 1X: 100 mL de tampon TAE 1X y 900 mL de agua
destilada.

e Agarosa 2%: 1 g de agarosa en 50 mL de tampon TAE 1X.

3.18.5. Inmunofluorescencia
e Tampodn de fijacion: 2% formaldehido y 1% glutaraldehido en PBS.
e Tampodn de permeabilizacion: acido citrico 10 mM y 10% NP-40 en

PBS.

e Tampodn de permeabilizacidon (experimentos de citoesqueleto): Triton
X-100 (Sigma) al 0.1% en PBS.

e Tampodn de bloqueo: 1% BSA y 0.3 M glicina en PBS.

e Tampodn de lavado: PBS filtrado (filtro de 0.22 um de tamafio de

poro) (Sartorius, Alemania).

3.18.6. Ciclo celular
e Solucion de extraccion de DNA: 0.2 M fosfato de sodio dibésicoy 0.1
M acido citrico en agua destilada, pH 7.8.

3.18.7. Tampon de lisis
e Tampodn de lisis RIPA: 50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM cloruro de
sodio, 1% NP-40, 0.5% desoxicolato de sodio, 2 mM EDTA y 10 mM

fluoruro de sodio. Justo antes de la extraccion, agregar inhibidores de
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proteasas (1 pastilla de cOmplete ULTRA tablets, mini, EASYpack
de Roche por cada 10 mL de tampon) y 100 pL de fenilmetilsulfonil
fluoruro (stock a 100 mM). Se puede almacenar congelado a -20°C en

alicuotas.

3.18.8. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

e Gel concentrador: agua destilada, 1 M Tris-HCI pH 6.8, 10% SDS,
30% acrilamida/bis-acrilamida, 10% persulfato de amonio y 1%
TEMED.

e Gel separador (12%): agua destilada, 1.5 M Tris-HCI pH 8.8, 10%
SDS, 30% acrilamida/bis-acrilamida, 8.8, 10% persulfato de amonio y
1% TEMED.

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

e Tampodn de corrido de electroforesis: 0.05 M Tris, 0.384 M glicina y
0.01% SDS en agua destilada.

3.18.9. Soluciones de tincion de geles de poliacrilamida
e Solucién de tincion: 0.025% azul de Coomassie (p/v) (Brillant Blue-
250, Sigma Aldrich, EEUU) 40% metanol, 10% &cido acético en
agua destilada.
e Solucion de destefiido: 10% 2-propanol y 10% acido acético en agua

destilada.

3.18.10. Western blot
e Tampodn de bloqueo: 5% leche en polvo desnatada y 0.1% Tween-20
en PBS.
e Tampodn de lavado: 0.3% Tween-20 en PBS.
e Solucion acida: 0.01 M Tris y 0.15 M NaCl en agua destilada, pH 2.3.
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3.18.11. Técnica inmunoenzimatica (ELISA)

e Tampodn carbonato: 0.1 M carbonato de sodio y 0.1 M bicarbonato de
sodio en agua destilada, pH 9.6.

e Tampodn de bloqueo: 2% leche en polvo desnatada, 0.1% Tween-20
en PBS.

e Tampodn de lavado: 0.3% Tween-20 en PBS.

e Solucion sustrato de la peroxidasa: 12.5 mL tampoén citrato (0.1 M
acido citrico, 0.1 M citrato de sodio, pH 5), 12.5 mL agua destilada,
una pastilla de OPD (Sigma Aldrich, EEUU) y 25 uL de perdéxido de
hidrégeno (Sigma Aldrich, EEUU).

Solucién de parada: 3 M HCIl en agua destilada.

3.18.12. Separacion de IgGs mediante columna de proteina G
e Tampodn de union: 20 mM fosfato de sodio en PBS.
e Tampo6n de elucion: 0.1 M glicina-HCI en PBS, pH 2.7.
e Tampon neutralizante: 1 M Tris-HCI en PBS, pH 9.0.

3.18.13. Digestion de las IgGs con papaina
e Tampodn de digestion: 20 mM fosfato de sodio, 10 mM EDTA y 20
mM cisteina-HCI en PBS, pH 7.0.

3.19. Control de contaminacion de los cultivos celulares por
Mycoplasma sp.

Para el control de contaminacién de los cultivos celulares por
Mpycoplasma sp., se realizaron PCRs de rutina, con el fin de amplificar el gen
RNA ribosomal 16S. Las células se tripsinizaron siguiendo el protocolo
descrito previamente. Se procesd también un mililitro de medio de cultivo de
cada frasco de células. En este caso, los sobrenadantes se centrifugaron

durante 10 minutos a 14000 xg y se conservo el boton.
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La extraccion de DNA de los botones de células y los sobrenadantes
centrifugados se realiz6 utilizando el “Blood and Cell Culture DNA mini kit”
de QIAGEN (Alemania), siguiendo las especificaciones del fabricante.
Brevemente, muestras tanto de células como de sobrenadantes se
centrifugaron a 500 xg y 14000 xg, respectivamente, con el fin de formar un
boton, el cual se emplearia para la extraccion de DNA. Las muestras se
sometieron a un tratamiento con proteinasa K y a un tampon de lisis y se
calentaron a 56 °C durante 10 minutos. Posteriormente, se agrego el etanol y
se colocd todo el material en las columnas del kit, con el fin de precipitar el
DNA y lavarlo empleando dos tampones de lavado diferentes. Finalmente, el
DNA se eluy6 en 50 uL de agua libre de nucleasas y se cuantifico utilizando
el Nanodrop. La secuencia de los oligonucledtidos empleados fueron: 5'-
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT-3" en el caso de GPO3-F y 5'-
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3" en el caso de MGSO-R. La
mezcla de reaccion de PCR se realizé de la misma manera que la mostrada en
la Tabla 3 (seccion 3.12.3). Las condiciones de PCR empleadas fueron: una
incubacion inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, alineamiento a 57°C durante
30 segundos y extension a 72°C durante 30 segundos. La extension final se
realizé a 72°C durante 10 minutos.

La visualizacion de la banda de 270 pb se realizd por medio de una
electroforesis en un gel de agarosa al 2% en tampén TAE 1X. Como control
positivo se utilizo6 DNA de una muestra respiratoria positiva por Mycoplasma
sp. (confirmada mediante secuenciaciéon) y como control negativo agua libre

de nucleasas en vez del DNA.
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4.1. Microscopia electronica de transmision, “nanoparticle
9

tracking analysis” y “dynamic light scattering”

El aislamiento de las VEs por medio del protocolo de centrifugacion
diferencial se confirm6 mediante las medidas y observaciones empleando
microscopia electronica de transmision, “nanoparticle tracking analysis” y
“dynamic light scattering”. Tras el aislamiento de las VEs liberadas por 1x10’
tripomastigotes de la cepa Pan4 de T. cruzi durante 5 horas, a 37 °C y en el
medio de cultivo empleado para la liberacion de VEs, fue posible cuantificar
la secrecion de 12 ug de proteinas mediante el kit comercial micro BCA.

La observacion del producto purificado con MET después de la
tincion negativa revel6 la presencia de VEs con un tamafio comprendido entre

los 30 a 100 nm de diametro (Figura 4.1.1).

Figura 4.1.1. Observacion de las VEs de tripomastigotes de 7. cruzi Pan4 mediante

microscopia electrénica de transmision. Las VEs estan sefialadas con flechas blancas.
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Con respecto al analisis de particulas llevado a cabo mediante NTA,
el tamafio de VEs predominante en las muestras fue 70.7 + 7.3 nm, con una
media de tamafio de 100.8 + 3.8 nm. La cuantificacion de la suspension de
nanoparticulas obtenidas en el boton después de la ultima centrifugacion
revelo una concentracion de aproximadamente 5.0x10' + 3.9x10°”
particulas/mL (Figura 4.1.2A), correspondientes a la cantidad de proteina de
12 pg determinados por la técnica micro BCA. Los analisis llevados a cabo
mediante DLS demostraron la presencia de dos poblaciones principales de
VEs en las muestras: una poblacioén de 23.05 = 6.96 nm y otra poblacion de
55.74 + 13.97 nm (Figura 4.1.2B). La riqueza en cantidad de proteinas,
tamafio y concentracion de nanoparticulas se determino periédicamente en los
diferentes aislamientos de VEs llevados a cabo en el transcurso de los
experimentos.

Los andlisis de DLS realizados a las muestras de VEs aisladas del
parasito Crithidia mellificae y de la linea celular NIH/3T3, empleadas en los
experimentos de evaluacion de la especificidad de los efectos de las VEs de 7.
cruzi sobre las células Vero, determinaron también la presencia de dos
poblaciones de VEs de diferentes tamafios en cada una de las muestras
analizadas. En el caso de las muestras con VEs de C. mellificae, se obtuvieron
poblaciones de 30.4 £ 2.6 nm y 177.2 + 97.4 nm (Figura 4.1.2C), mientras
que en el caso de las muestras con las VEs de las células NIH/3T3, las
poblaciones de VEs identificadas fueron de 39.03 = 27.70 nm y 182.7 £ 22.2
nm (Figura 4.1.2D).
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Figura 4.1.2. Cuantificacion del tamafio de las VEs de tripomastigotes de 7.cruzi Pan4
mediante NTA (A) y DLS (B). En estos analisis es posible observar que la mayoria de las
VEs de tripomastigotes tienen un tamafio inferior a 100 nm. En la Figura también se
muestra la cuantificacion de los tamaios de las VEs procedentes de los coanomastigotes

del kinetoplastido C. mellificae (C), asi como de las células de ratén de la linea celular
NIH/3T3 (D).

4.2. Deteccion de las proteinas cruzipaina y frans-sialidasa

(mAb 39) en VEs de T. cruzi Pan4 mediante Western blot

En las Figuras 4.2A y 4.2B se demuestra la presencia de las proteinas
cruzipaina y trans-sialidasa (mAb 39), especificas de 7. cruzi, tanto en un
lisado de tripomastigotes como en las VEs liberadas por tripomastigotes de la

cepa Pand. La deteccion de dichas proteinas se realizd mediante la incubacion

129



Resultados

con anticuerpos especificos anti-cruzipaina y anti frans-sialidasa (mAb 39),

empleando la técnica de Western blot.

A B

1 2 1 2
50 kDa

— 130 kDa
37 kDa

95 kDa ’

Figura 4.2A. Deteccion de la proteina cruzipaina en las VEs de 7. cruzi Pan4 mediante
Western blot. Muestras de VEs de tripomastigotes de la cepa Pan4 de T. cruzi (300 pg de
proteina) (1), asi como un lisado de tripomastigotes de la misma cepa (90 pg de proteina)
(2) fueron sometidas a una electroforesis en SDS-PAGE y las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa para realizar el inmunoblot con el anticuerpo
primario anti-cruzipaina (obtenido en conejo). La reaccién se visualizé utilizando el
sustrato Clarity® ECL Western substrate en un aparato de anadlisis de imagenes
ChemiDoc®.

Figura 4.2B. Deteccion de la proteina trans-sialidasa (mAb 39) en un lisado de
tripomastigotes de la cepa Pan4 de 7. cruzi (1), asi como en las VEs de la misma cepa (2),
mediante Western blot. Las muestras fueron procesadas de la misma manera que en el
caso de la cruzipaina, con un anticuerpo primario anti frans-sialidasa (mAb 39) (obtenido

en ratoén).

4.3. Optimizacion de las condiciones de incubacion de las

células con las VEs de 7. cruzi

Con el fin de evaluar el efecto de las VEs aisladas a partir de
tripomastigotes de la cepa Pan4 de T. cruzi en el proceso de invasion celular,
diferentes dosis de VEs fueron incubadas con células procedentes de un
cultivo semiconfluente de células Vero. Como ha sido descrito en el apartado
de Materiales y métodos, el tiempo de incubacion fue de 2 horas, tras lo cual
los cultivos se lavaron con medio sin suero para eliminar las VEs que no
hubiesen interaccionado con las células. Tras el ultimo lavado, las células se
infectaron con una suspension de parasitos resuspendidos en MEM sin suero

en una proporcion 5:1 (parasito: célula). El proceso de infeccion de los
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cultivos se mantuvo durante 5 horas, tiempo en el que se lavaron e incubaron
los cultivos en medio MEM enriquecido con 10% de SFBI. Los recuentos se
llevaron a cabo a las 24 horas de iniciada la incubacion con las VEs, después
de la fijacion de las células con metanol y la tincion con Giemsa.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.3, donde se
observa que el mayor aumento en la parasitacion de las células se alcanzo al
incubarlas con una dosis de 0.5 pg/mL de proteinas de las VEs (porcentaje de
parasitacion: 88.88 £ 3.73%). A partir de esta dosis, los niveles de
parasitacion obtenidos fueron significativamente menores, pudiendo ser causa
de efectos directos sobre las células que mermarian la capacidad de ser
parasitadas por 7. cruzi. Las dos tultimas concentraciones analizadas (las
concentraciones  mayores) mostraron porcentajes de  parasitacion
practicamente iguales, lo que probaria el efecto negativo de las dosis y que el
mismo, al parecer, no es acumulativo.

El analisis estadistico de los porcentajes de parasitacion reflejo
diferencias significativas entre el valor obtenido de la incubacidon con 0.5
pg/mL con respecto a los porcentajes obtenidos con el resto de las
concentraciones de proteina empleadas. Aun siendo mas bajos los porcentajes
de parasitacion obtenidos al emplear concentraciones de 1.0 ug/mL y 2.5
pg/mL con respecto a la concentracion de 0.5 pg/mL, estos mostraron
diferencias significativas con respecto al porcentaje de parasitacion obtenido
en el caso de las células control no incubadas con las VEs.

El analisis de los graficos de la representacion de la dosis vs. el
porcentaje de parasitacion reveld una cinética no lineal sigmoidea, con la
primera fase del grafico comparable con wuna cinética equivalente
dosis/respuesta, que permitioé calcular la dosis efectiva 50, obteniéndose un
valor de 0.38 pg/mL. La cinética del analisis usando el programa GraphPad
Prism v5 reveld que dicha cinética seguia una ecuacion cuya formula seria la
siguiente:

Y=Bmax*X/(Kd+X) + NS*X + Blanco

131



Resultados

donde X: ligando (cantidad de VEs en pg de proteina); Y: maximo de
parasitacion; Bmax: parasitacion maxima de Y, Kd: constante de disociacion;
Ns: pendiente de la regresion no lineal (X dividido entre los valores de Y) y

Blanco: cantidad de unidn, en este caso infeccion, cuando no se han afiadido

las VEs.
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Figura 4.3. Porcentaje de parasitacion de células Vero con 7. cruzi Pan4 después de la
incubacién de las células con diferentes dosis de VEs. El incremento maximo en el
porcentaje de parasitacion se presenté cuando se emple6 una dosis de 0.50 pg/mL de VEs.
La esquina superior derecha de la Figura muestra la DE5S0 obtenida (0.38 pg/mL de VEs),
la cual fue empleada en los experimentos posteriores. Los valores obtenidos representan
la media de los porcentajes + la desviacion estindar de la media. El analisis estadistico se
realizé utilizando ANOVA, con comparaciones multiples post hoc empleando el test de

Tukey-Kramer, Ns: no significativo, y *** significativo (p<0.0001).

4.4. Efecto de las VEs de 7. cruzi en la infeccion celular a
través del tiempo

Para evaluar si el efecto de la incubacion previa de las células Vero
con las VEs de T. cruzi Pan4 se mantenia a través del tiempo

(especificamente, el incremento en los porcentajes de parasitacion) o, por el
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contrario, se trataba de un efecto puntual, se incubaron las células durante 2
horas con la DE50 de 0.38 pg/mL de VEs y posteriormente fueron lavadas
como en los experimentos anteriores e infectadas a diferentes tiempos post
incubacion con las VEs. Los resultados obtenidos demuestran la presencia de
diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de parasitacion
de las células incubadas con las VEs con respecto al control de células no
incubadas. Dichas diferencias se mantuvieron hasta las 8 horas post
incubacion (Figura 4.4A). Los niveles maximos en los porcentajes de
parasitacion se lograron cuando las células se infectaron 2 y 4 horas después
de iniciada la incubacion con las VEs. Por el contrario, cuando las células
fueron infectadas a las 24 horas de la incubacion con las VEs no se observo

ningln efecto relativo al incremento de los porcentajes de parasitacion (Figura

4.4B).

A

- Células incubadas con VEs
Células sin incubar con VEs
(control)

Porcentaje de parasitacion (%)

2

4 8 %
Tiempo (horas)

Figura 4.4A. Porcentajes de parasitacion obtenidos al infectar células Vero previamente
incubadas con VEs de T. cruzi Pan4 con tripomastigotes de la misma cepa. Las infecciones
se realizaron a diferentes tiempos después de iniciada la incubaciéon con las VEs. Los
resultados obtenidos muestran que, al infectarse las células 2 y 4 horas después de la

incubacion con las VEs se obtuvieron los porcentajes de parasitacion mas elevados. La
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infeccion tras 8 horas de iniciada la incubacién con las VEs de 7. cruzi también mostré
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control de células no incubadas
con las VEs del parasito. El eje X del grafico corresponde a los tiempos en los que se
infectaron las células con los tripomastigotes, después de la incubaciéon con las VEs. Los
valores obtenidos representan la media de los porcentajes + la desviacion estandar de la
media. El analisis estadistico se realizé utilizando ANOVA, con comparaciones miltiples
post hoc empleando el test de Tukey-Kramer, Ns: no significativo, y *** significativo
(»<0.0001).

Figura 4.4B. Fotografias de las tinciones de Giemsa que ilustran células Vero incubadas
con las VEs de T. cruzi durante 2 horas e infectadas con tripomastigotes de 7. cruzi Pan4
durante 4 horas (a y b). Se incluye control de células infectadas con tripomastigotes a las
cuales no se les realiz6 la incubacion previa con las VEs del parasito (c). En esta Figura es
posible observar mayores cantidades de amastigotes en las células incubadas previamente
con VEs que en las células sin incubar con VEs. Fotografias realizadas con aumento de

100x.

Los indices de parasitacion obtenidos en las diferentes infecciones
revelaron diferencias estadisticamente significativas. Asi, para el caso de las
células incubadas con las VEs durante 2 horas e infectadas después de este
tiempo, el indice de parasitacion fue 2.78 + 0.55, un indice que duplico el de
las células control infectadas sin la incubacion previa con las VEs (1.33 +
0.18). A partir de estos experimentos fue posible definir tanto la dosis de VEs
en pg/mL (0.38 pg/mL) como el tiempo de incubacion de las células con las

VEs (2 horas).

4.5. Efecto del tratamiento térmico y quimico/enzimatico de

las VEs de 7. cruzi en la infeccion de células Vero

Con el fin de evaluar el papel que juegan los componentes de
membrana de las VEs en los procesos de adhesion a las membranas celulares
y su posterior accion a nivel celular para incrementar la parasitacion, se
realizaron una serie de experimentos para determinar si los tratamientos
térmicos y quimicos de las VEs afectaban la capacidad de incrementar los

porcentajes de parasitacion en las células por la posible inactivacion o
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desnaturalizacion de los componentes proteicos (enzimaticos) de dichas VEs.
El pretratamiento de las VEs a 50°C, 70°C y 90°C durante 30 minutos y su
posterior incubacion con los cultivos celulares previo a la infeccion con los
tripomastigotes condujo a que se obtuvieran porcentajes de parasitacion
similares a los obtenidos en el caso de las células control no incubadas con las
VEs (Figura 4.5A). Hay que destacar que los porcentajes de parasitacion
obtenidos con las diferentes muestras sometidas a calentamiento no mostraron
diferencias significativas entre ellos, lo que demostraria que al menos alguno
de los componentes de las VEs que participan en las modificaciones celulares
ejercidas por las vesiculas extracelulares liberadas por los tripomastigotes
debe ser termosensible incluso a 50°C durante los 30 minutos que durd el
tratamiento térmico, por lo que se podria deducir que dicho componente
podria estar involucrado en la adhesion a la membrana celular (tipo lectina) o
quizas poseer actividad enzimatica.

El tratamiento enzimatico con proteinasa K y papaina gener6 el
mismo efecto sobre las VEs, ya que los porcentajes de parasitacion de las
células incubadas con estas VEs tratadas tampoco mostraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (Figura 4.5B). Esto
confirmaria la naturaleza proteica de los componentes de la membrana de las
VEs, capaces de interactuar con la membrana celular. Por otra parte, el
tratamiento de las VEs con peryodato sodico (compuesto capaz de oxidar los
componentes azucarados de las glicoproteinas de la membrana de las
exovesiculas) tampoco produjo una alteracion en los niveles de parasitacion
de las células con respecto a las células control no incubadas con las VEs de
T. cruzi. Los resultados obtenidos llevan a suponer que en el proceso de
interaccion VEs-célula participan una serie de proteinas termosensibles y
glicosiladas, donde los azlcares deben interaccionar con lectinas de
membrana, facilitando la interaccion VEs-célula y el proceso de invasion del

parésito.
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Figura 4.5A. Porcentaje de parasitacion de células Vero incubadas con VEs de 7. cruzi
sometidas a tratamientos térmicos. Las células Vero fueron incubadas con VEs de
tripomastigotes de 7. cruzi Pan4 previamente sometidas a un tratamiento térmico a
diferentes temperaturas durante 30 minutos y posteriormente fueron infectadas con
tripomastigotes de la misma cepa de 7. cruzi. Transcurridas las 24 horas de iniciada la
incubacion, se realizé el recuento de las células parasitadas. Los resultados muestran que
el tratamiento térmico parece “inactivar” a las VEs, de modo que ya no se observa el
incremento en los porcentajes de parasitacion que se obtiene al incubar las células con las
VEs del parasito. Los valores obtenidos representan la media de los porcentajes + la
desviacion estindar de la media. El analisis estadistico se realizo utilizando ANOVA, con
comparaciones miultiples post hoc empleando el test de Tukey-Kramer, Ns: no significativo,
y *** significativo (p<0.0001).

Figura 4.5B. Porcentaje de parasitacién de células Vero incubadas con VEs de T. cruzi
sometidas a diferentes tratamientos. Las células Vero fueron incubadas con VEs de
tripomastigotes de 7. cruzi Pan4 previamente sometidas a un tratamiento con las enzimas
tripsina (0.5 mg/mL) y proteinasa K (0.5 mg/mL) o con peryodato de sodio (10 mg/mL)
durante una hora y posteriormente fueron infectadas con tripomastigotes de la misma
cepa de 7. cruzi. Transcurridas las 24 horas de iniciada la incubacion, se realizé el
recuento de las células parasitadas. Los resultados muestran que los porcentajes de
células parasitadas son menores cuando las células son incubadas con las VEs sometidas a
los tratamientos frente a células incubadas con las VEs del parasito que no fueron

tratadas. Los valores obtenidos representan la media de los porcentajes + la desviacion
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estaindar de la media. El analisis estadistico se realizo utilizando ANOVA, con
comparaciones miultiples post hoc empleando el test de Tukey-Kramer, Ns: no significativo,

y *** significativo (p<0.0001).

4.6. Evaluacion de la especificidad del efecto de las VEs de T.

cruzi Pan4 sobre células Vero

Con el fin de demostrar que los efectos de las VEs de 7. cruzi sobre
las células Vero eran especificos y que los mismos no se debian a ninguna
accion fisicoquimica por el proceso de fusion de membranas, se realizo la
incubacion de células Vero con VEs aisladas del parésito extracelular
Crithidia mellificae y con VEs de la linea celular procedente de raton
NIH/3T3, modelos de exovesiculas de un kinetoplastido y de células de
mamifero, y la posterior infeccion con tripomastigotes de la cepa Pan4 de T.
cruzi. Una vez realizadas las incubaciones como se ha descrito en los
apartados anteriores, se evaluaron los porcentajes de infeccion celular
posterior a la infeccion con las formas tripomastigotas de 7. cruzi. Los
resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 4.6.1A y 4.6.1B,
donde es posible observar que la incubacion de las células con las VEs de
otras organismos diferentes a 7. cruzi no generaron el incremento en los
porcentajes de parasitacion celular obtenido cuando las células se incuban
previamente con las VEs de 7. cruzi para luego ser infectadas con los
tripomastigotes. Cuando las células Vero se incubaron con las VEs del
kinetoplastido C. mellificae, el porcentaje de células infectadas obtenido fue
29.3 + 5.0%, mientras que cuando se incubaron con las VEs de la linea celular
NIH/3T3, el porcentaje obtenido fue 29.8 + 4.3%. Estos resultados no
difirieron con respecto a los de las células Vero infectadas con los
tripomastigotes sin ser incubadas previamente con las VEs de la misma cepa
del parasito (36.5 + 3.8%), considerado como control. De igual manera, los
indices de parasitacion no variaron estadisticamente entre los tres grupos
empleados en los experimentos (1.31 + 0.08 en el caso de las células

incubadas con VEs de C. mellificae, 1.79 £ 0.28 en las células incubadas con
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VEs de las células NIH/3T3 y 1.54 + 0.31 en el caso de las células sin la
incubacion previa con las VEs de T. cruzi). Sin embargo, cuando las células se
incubaron con VEs de T. cruzi Pan4 y se infectaron con tripomastigotes de la
misma cepa (control positivo del experimento), el indice de parasitacion
obtenido fue 2.60 £ 0.14, un indice que casi duplica los anteriores.

Por otra parte, se quiso evaluar si el efecto de las VEs de T. cruzi
Pan4 en generar esos incrementos en los porcentajes e indices de parasitacion
eran dependientes de la cepa del parasito empleada, por lo que se incubaron
las células Vero con VEs obtenidas de la cepa Pand4 y posteriormente se
infectaron con tripomastigotes de la cepa 4162, clasificada como Tc IV,
utilizandose la misma proporcion de parasitos:célula de los experimentos
anteriores. Los resultados aparecen en las mismas Figuras, donde se muestra
que el porcentaje de infeccion de células con esta cepa casi duplica el
porcentaje obtenido cuando las células se infectaron sin incubarse
previamente con las VEs (53.5 £ 6.0% vs. 32 £+ 2.6%). Se obtuvo ademéas un
indice de parasitacion de 2.10 £ 0.14 que resulto estadisticamente diferente al
compararlo con el indice de parasitacion de las células control sin la
incubacion previa con las VEs (1.39 £ 0.21). Estos resultados demuestran que
los incrementos en los porcentajes de infeccion celular por 7. cruzi son, por
una parte, dependiente de las VEs de T. cruzi y por otra parte, independientes

de la cepa de parasito que se utilice para infectar las células.

138



Resultados

Porcentaje de parasitacion (%)

+ + = + + Q8 <
¥ s+ =g <+ o T o«
i1 EE 38 53 F &
s £ E'r. By AoA g ’
= o 8 5% § 8 g g
§'§Zu xgxg =2 S
iR @ S S S S By =
&} = N Nos <1 o
o = m_g &.0 = =
S o = B e -3 = =
- ] = a
@» @ [
=1 g5 B

Tipo de incubacion

Figura 4.6.1A. Porcentajes de parasitacion de células Vero incubadas con VEs de C.

mellificae y VEs de células NIH/3T3 e infectadas con 7. cruzi Pand, asi como células Vero

139



Resultados

incubadas con VEs de 7. cruzi Pan4 e infectadas con tripomastigotes de la cepa 4162 de 7.
cruzi. En esta Figura es se observa que la incubacion de las células Vero con VEs de otras
fuentes diferentes a 7. cruzi no generd ningun incremento en los porcentajes de
parasitacion obtenidos al incubar las células con las VEs de 7. cruzi Pan4 e infectar con
tripomastigotes de la misma cepa. Por otra parte, se determiné que el porcentaje de
parasitacion celular es independiente de la cepa empleada para la infeccion celular, dado
que la incubaciéon de las células con las VEs de 7. cruzi Pan4 y la infeccién con
tripomastigotes de la cepa 4162 de 7. cruzi (Tc IV) también produjo un incremento en los
porcentajes e indices de parasitacion. Los valores obtenidos representan la media de los
porcentajes + la desviacién estindar de la media. El analisis estadistico se realizo
utilizando ANOVA, con comparaciones multiples post hoc empleando el test de Tukey-
Kramer, Ns: no significativo, y *** significativo (p<0.0001).

Figura 4.6.1B. Fotografias de las tinciones de Giemsa que ilustran células Vero incubadas
con las VEs de C. mellificae (a) y con las VEs de células NIH/3T3 (b) durante 2 horas e
infectadas con tripomastigotes de 7. cruzi Pan4 durante 4 horas, ademas de células Vero
incubadas con VEs de la cepa Pand4 de 7. cruzi durante 2 horas e infectadas con
tripomastigotes de las cepas 4162 (c) y Pan4 (d) de 7. cruzi. Se incluyen los controles de
células incubadas solo con VEs de C. mellificae (e), VEs de células NIH/3T3 (f), VEs de T.
cruzi Pand (g) y células control (h). Las fotografias se tomaron a 20x para mostrar el
efecto general de las diferentes incubaciones sobre el cultivo celular. La Figura contiene
fotografias de células Vero incubadas con VEs de C. mellificae (i) y VEs de T. cruzi Pan4
(j) posteriormente infectadas con tripomastigotes de la cepa Pand de T. cruzi, células
solamente infectadas con tripomastigotes de 7. cruzi (k) y células solamente incubadas con
las VEs de 7. cruzi Pand4 (I) tomadas a mayor aumento (40x). Algunas células Vero

infectadas se ilustran con las flechas negras.

Con el objetivo de ver si el “acondicionamiento celular” ejercido por
las VEs de T. cruzi influia en las tasas de parasitacion de otros organismos de
desarrollo intracelular favoreciendo también las tasas de infeccion, se
realizaron algunos experimentos para evaluar los porcentajes de parasitacion
de las células posteriores a la incubacion con las VEs de T. cruzi y la
infeccion con otro parasito intracelular no kinetoplastido. Para esto, se
emplearon taquizoitos de la cepa RH de T. gondii, protozoo Apicomplexa que
también posee un ciclo de multiplicacion intracelular de forma obligada. Los

resultados obtenidos tras llevar a cabo el proceso de pre incubacion con las
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VES vy la posterior infeccion bajo las mismas condiciones que en los
experimentos anteriores se muestran en las Figuras 4.6.2A y 4.6.2B, donde se
aprecia un ligero aumento en la media de los porcentajes de células infectadas
con taquizoitos, previamente incubadas con las VEs de T. cruzi, al
compararlas con las células sin esa incubacion previa (56.50 + 4.80% vs.

46.50 + 4.93%), resultados que no mostraron diferencias estadisticamente

significativas.
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Figura 4.6.2A. Porcentajes de parasitacion de las células Vero incubadas con VEs de 7.
cruzi Pand e infectadas con taquizoitos de la cepa RH de 7. gondii. Las células Vero se
incubaron durante 2 horas con VEs de 7. cruzi Pan4, para posteriormente ser infectadas
con taquizoitos de la cepa RH de 7. gondii. Los resultados muestran un leve incremento
en el porcentaje de parasitacion de las células incubadas previamente con las VEs de 7.
cruzi y después infectadas con 7. gondii, al compararlo con las células infectadas con 7.
gondii sin la incubacién previa con las VEs. Sin embargo, el analisis estadistico demostro
que las diferencias entre los resultados no se consideran significativas (p=0,0335). Los
valores obtenidos representan la media de los porcentajes = la desviacion estandar de la
media. El analisis estadistico se realizo0 mediante una prueba T de Student. Ns: no
significativo.

Figura 4.6.2B. Fotografias de las tinciones de Giemsa que ilustran células Vero incubadas

con VEs de 7. cruzi Pand4 e infectadas con taquizoitos de la cepa RH de 7. gondii. a)
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Células Vero incubadas con VEs de 7. cruzi durante 2 horas e infectadas con taquizoitos
de T. gondii y b) células Vero infectadas con taquizoitos de 7. gondii sin la previa
incubacion con las VEs de 7. cruzi de la cepa Pand. Las fotografias fueron tomadas en
campos a 20x para mostrar el efecto general de las diferentes incubaciones sobre el cultivo

celular. Algunas células Vero infectadas se ilustran con las flechas negras.

4.7. Efecto de las VEs de T. cruzi en la permeabilizacion

celular

Con el fin de evaluar la existencia de un posible efecto de las VEs de
T. cruzi en la permeabilizacion celular al igual que sucede en algunas
infecciones por virus (Fernandez Puentes, 1983; Muiioz et al., 1985; Otero &
Carrasco, 1987), se realizaron una serie de experimentos que demostrarian
este posible efecto sobre las membranas celulares, el cual de alguna forma
podria permitir el paso de macromoléculas a través de la misma. Para ello se
empled la a-sarcina, una toxina de aproximadamente 17 kDa, procedente del
hongo Aspergillus giganteus. Esta toxina actua a nivel ribosomal inhibiendo
la sintesis proteica y es incapaz de entrar a la célula si no estd previamente
permeabilizada, debido a que carece de receptor en la superficie celular.

Los experimentos se llevaron a cabo bajo dos condiciones: 1) la
incubacion simultanea de las células con las VEs de 7. cruzi y la toxina
durante 4 horas y 2) la pre incubacion de las células con las VEs de T. cruzi
durante 2 horas y la adicion de la toxina a las células durante 4 horas.
Posteriormente se evaluo la viabilidad celular como se describid en el
apartado de Materiales y métodos.

Los resultados de ambos experimentos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas ya que 24 horas después de realizadas las
incubaciones se obtuvo que los cultivos celulares con la incubacion
simultanea de VEs y a-sarcina mostraron porcentajes de mortalidad de 76.10
+ 6.81%, mientras que los cultivos que fueron sometidos a una pre incubacion
con las VEs durante 2 horas y la posterior incubacion con la toxina durante 4

horas mostraron porcentajes de mortalidad de 82.00 £ 10.17%. Los cultivos
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control donde las células fueron incubadas unicamente con la toxina o con las
VEs de T. cruzi revelaron porcentajes de mortalidad de 26.90 +=2.01% y 22.23
+ 7.73%, respectivamente (Figura 4.7.1A), resultados similares a los
porcentajes de mortalidad de los cultivos celulares no tratados.

Los resultados anteriores, obtenidos mediante recuentos celulares con
la tinciéon con el colorante azul tripan, fueron confirmados con ensayos de
viabilidad celular utilizando MTT, método colorimétrico capaz de evaluar la
actividad metabolica celular donde las enzimas oxidorreductasas celulares
dependientes de NADH y NADPH son capaces de reducir el azul de tiazol
MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-y1]-2,5- difeniltetrazolium bromuro) a formazan
insoluble, que tiene un color purpura. Los resultados obtenidos se muestran en
la Figura 4.7.1B, donde es posible observar un porcentaje de viabilidad de
37.36 = 15.39% en el caso de las células pre incubadas con las VEs de 7.
cruzi y posteriormente incubadas con la toxina, mientras que los porcentajes
obtenidos en el caso de las células incubadas solamente con la toxina o con las

VEs fueron 90.10 = 7.03% y 95.30 + 3.30%, respectivamente.
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Figura 4.7.1A. Porcentajes de mortalidad celular de células Vero incubadas con VEs de T.
cruzi Pan4 y tratadas con la toxina a-sarcina, obtenidos mediante la tincién con azul
tripan 0.4%. Las células con la incubacién simultinea de las VEs y la o-sarcina
mostraron porcentajes de mortalidad de 76.10 = 6.81%, mientras que las células con la
pre incubacién con VEs y la posterior incubaciéon con la toxina mostraron porcentajes de

mortalidad de 82.00 + 10.17%, diferencias que no resultaron estadisticamente
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significativas entre si, pero fueron significativas con respecto a los controles, los cuales
consistieron en cultivos celulares no tratados, células incubadas solamente con las VEs y
células incubadas solamente con la a-sarcina. Los valores obtenidos representan la media
de los porcentajes + la desviacion estandar de la media. El analisis estadistico se realizo
utilizando ANOVA, con comparaciones multiples post hoc empleando el test de Tukey-
Kramer, Ns: no significativo, y *** significativo (p<0.0001).

Figura 4.7.1B. Porcentajes de viabilidad celular de células Vero incubadas con VEs de T.
cruzi Pan4 y tratadas con la toxina a-sarcina, obtenidos mediante el ensayo con el reactivo
MTT. En este caso, los porcentajes de viabilidad fueron 37.36 £ 15.39% en el caso de las
células incubadas con las VEs de T. cruzi y tratadas con la toxina y 90.10 £ 7.03% y 95.30
+ 3.30% en las células control incubadas solamente con la toxina o con las VEs,
respectivamente. Los valores obtenidos representan la media de los porcentajes + la
desviacion estandar de la media. El analisis estadistico se realizé utilizando ANOVA, con
comparaciones miultiples post hoc empleando el test de Tukey-Kramer, Ns: no significativo,

y *** significativo (p<0.0001).

En la Figura 4.7.2 se muestran las microfotografias del aspecto de las
monocapas de células incubadas con las VEs de la cepa Pan4d de 7. cruzi y
tratadas con la a-sarcina, 24 horas después de iniciada la incubacion con las
VEs del parasito, asi como los controles de células incubadas solamente con
la a-sarcina y con las VEs de T. cruzi. La destruccion de la monocapa celular
en las células incubadas previamente con las VEs del parasito y

posteriormente con la toxina es evidente en d).
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Figura 4.7.2. Monocapas de células Vero incubadas con VEs de 7. cruzi, la toxina o-
sarcina o ambos. a) Control de células Vero; b) células Vero incubadas sélo con las VEs
de T. cruzi Pand durante 2 horas; c) células Vero incubadas sélo con a-sarcina (20 pM)
durante 4 horas; d) células Vero incubadas con las VEs de 7. cruzi Pan4 durante 2 horas y
tratadas posteriormente con o-sarcina (20 pM) durante 4 horas. Los cultivos celulares se
fotografiaron 24 horas después de realizadas las incubaciones. Para evidenciar el efecto
general de los diferentes tratamientos sobre los cultivos celulares se muestran fotografias

de campos de baja magnificacion.

4.8. Deteccion del receptor p,-adrenérgico mediante

microscopia confocal laser

Los receptores adrenérgicos o adrenoceptores son un tipo de proteinas
integrales de membrana acoplados a proteinas G, capaces de activarse por
catecolaminas como la noradrenalina o la epinefrina, blanco de muchos
medicamentos como los bloqueadores beta, los agonistas B2 y los agonistas
02 que se utilizan para la hipertension o el asma, a modo de ejemplo. La
sefalizacion mediada por estos receptores participa en las respuestas
fisioldgicas como la relajacion del musculo liso y la broncodilatacion (Tanaka

et al., 2005). Estos receptores, presentes en muchas células, entre ellas los
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cardiomiocitos, poseen una parte fuera de la membrana plasmatica, una parte
insertada en la membrana y una cola intracitoplasmatica (Figura 4.8.1). In
vivo y en condiciones fisiologicas normales, esta cola citoplasmatica aparece
invisible a los anticuerpos dirigidos contra el receptor, dado que los
anticuerpos no son capaces de atravesar la membrana plasmatica a menos que
las células se hayan permeabilizado previamente o fijado con compuestos que
destruyan la integridad de la membrana.

Con el uso de un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo
situado en la region intracitoplasmatica (que corresponde con los aminoacidos
340-413 de la secuencia del receptor, sefialado con una flecha en la Figura
4.8.1) fue posible confirmar que las VEs de T. cruzi son capaces de modificar
la permeabilidad de la membrana célular, permitiéndose el reconocimiento del
epitopo por el anticuerpo sin que las células hayan sido tratadas con
detergentes ni fijadas con agentes capaces de alterar la membrana, tal como se
muestra en la Figura 4.8.2. En el caso de las células que no se incubaron con
las VEs, no fue posible demostrar la uniéon del anticuerpo al epitopo. Una
imagen similar a la de las células incubadas con las VEs del parasito se
obtuvo solamente en aquellos cultivos celulares permeabilizados con una

solucion del detergente NP-40 antes de la incubacion con el anticuerpo.
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Figura 4.8.1. Representacion grafica de la secuencia de aminoidcidos y la posible
topografia en la membrana del receptor f,-adrenérgico. La flecha azul muestra la region
reconocida por el anticuerpo que corresponde a la secuencia del receptor comprendida
entre los aminoacidos 340-413 empleado en el experimento. Imagen modificada de

Ostrowski y colaboradores (Ostrowski et al., 1992).
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Figura 4.8.2. Permeabilizaciéon de la linea celular de cardiomiocitos HL-1 por las VEs de
T. cruzi Pan4. a) Cardiomiocitos HL-1 incubados con las VEs durante 2 horas, fijados con
una solucion de paraformaldehido/glutaraldehido durante 2 horas e incubados con una
diluciéon del anticuerpo policlonal IgG de conejo anti-receptor P,-adrenérgico (Thermo
Fisher Scientific, EEUU); b) cardiomiocitos HL-1 no incubados con las VEs, fijados de la
misma manera e incubados con la misma dilucion del anticuerpo empleada en el caso
anterior (control negativo); c¢) cardiomiocitos HL-1 sin incubar con las VEs, fijados y
permeabilizados con una solucion con NP-40 previo a la incubaciéon con el anticuerpo
(control positivo); d) cardiomiocitos HL-1 incubados con las VEs, fijados y
posteriormente permeabilizados con la solucién con NP-40 antes de la incubacién con el

anticuerpo (control positivo).

4.9. Derminacion de los movimientos de calcio intracelular

inducidos por la interaccion VEs-células Vero

La induccion de los movimientos de Ca®' tras la interaccion VEs-

célula se estudi6 in vivo mediante microscopia laser confocal. Los resultados

148



Resultados

obtenidos se muestran en las Figuras 4.9A y 4.9B. Los movimientos
intracelulares de dicho cation se evaluaron a través del tiempo en células Vero
incubadas con las VEs de T. cruzi Pan4, incubacion realizada empledandose
diferentes medios de cultivo (con y sin calcio) con el fin de conocer si el
posible incremento de calcio libre citosolico provenia de los depositos
intracelulares o era consecuencia de la apertura de los canales presentes en la
membrana, lo que le permitiria la entrada al citoplasma celular. Los resultados
obtenidos evidencian que, cuando las células se cultivaron en un medio en
presencia de iones Ca®" y Mg”", los niveles de fluorescencia se incrementaron
a los 10 minutos de incubacion 3.83 = 0.62 veces los niveles iniciales de Ca*"
presentes en las célula previo a la interaccion con las VEs, lo que indicaria la
existencia de una entrada de Ca*" desde el medio extracelular al citoplasma de
las células. Como control del experimento se incubaron células con el
ionoforo de calcio A23187 o calimicina, obteniéndose a los 25 minutos de
incubacién una imagen con una distribucién semejante a la entrada de Ca*"
tras la incubacion de las células con las VEs pero con un incremento en los
niveles de fluorescencia 64.80 veces mayor con respecto al tiempo cero
(previo a la incubacion con el ion6foro).

Cuando la interaccion se realizd en un medio de cultivo similar al
MEM carente de Ca*" 0 Mg”" se produjo igualmente un aumento progresivo
en los niveles de fluorescencia. Asi, a los 10 minutos de incubacion de las
VEs con las células se obtuvo un incremento en los niveles de fluorescencia
1.40 £ 0.39 veces con respecto al tiempo cero (previo a la incubacion de las
células con las VEs). Este aumento en medios carentes de calcio podria
corresponder con la movilizacion de los iones desde los depdsitos
intracelulares al citoplasma, es decir, desde el reticulo endoplasmatico, la
mitocondria y el nucleo. El incremento en los niveles de fluorescencia
obtenido fue 1.69 + 0.01 veces mayor a los 10 minutos de la interaccion en
células cultivadas en medio MEM con el quelante de calcio EDTA que el
obtenido al tiempo cero de la incubacion. Sin embargo, después de este

tiempo, la intensidad de fluorescencia comenzd a descender, lo que podria
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explicarse como consecuencia de la salida de calcio de los depositos
intracelulares y su agotamiento consecuencia del descenso progresivo al salir
a través de la membrana plasmatica e ir siendo quelado con el EDTA presente
en el medio extracelular. En este punto fue posible observar un cambio en el
patron de distribucion de la fluorescencia, con la aparicion de un citoplasma
con fluorescencia mas granulada. El inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc,
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), molécula capaz de cargar el citoplasma
celular de iones Ca*" movilizandolos desde los depositos intracelulares, fue
empleado como control positivo de la salida de los iones Ca®" de los dep6sitos
intracelulares al citoplasma. El control de células incubado con este
compuesto gener6 un incremento en los niveles de calcio de 2.37 veces a los
10 minutos de incubaciéon con respecto al tiempo cero de iniciado el

experimento.
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Figura 4.9A. Analisis de la concentracion intracelular de Ca** en células Vero incubadas
con las VEs de 7. cruzi Pan4 mediante microscopia laser confocal. Las células fueron
incubadas con el colorante Fluo4-AM durante 20 minutos y posteriormente con VEs de la
cepa Pan4 de 7. cruzi. Se realizé un seguimiento de las células durante 25 minutos con el
fin de evaluar la movilizacion de calcio inducida por las VEs del parasito. a) Células Vero
incubadas con VEs de 7. cruzi en medio MEM (con iones Ca® y Mg2+), b) células Vero
incubadas con VEs de T. cruzi en medio sin iones Ca** y Mg** y ¢) células Vero incubadas
con VEs de T. cruzi en medio MEM con EDTA (2.5 pM). Los resultados sugieren que
cuando las células se incuban con las VEs de T. cruzi ocurre una movilizacion de calcio
desde el medio extracelular al citoplasma celular, asi como desde los depoésitos
intracelulares de calcio al citoplasma celular. Como controles positivos del experimento se

emplearon el ionéforo de calcio A23187, que genera la movilizacién de calcio desde el
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medio extracelular al citoplasma (d) y el IBMX que induce la salida de calcio de los
depésitos intracelulares (e).

Figura 4.9B. Seguimiento de la movilizacion intracelular de calcio en células Vero
incubadas con VEs de la cepa Pan4 de T. cruzi durante 25 minutos. En el grafico es
posible observar que cuando las células se incubaron en un medio con iones Ca’>" y Mg**,
los niveles de fluorescencia incrementaron progresivamente hasta obtenerse 3.83 + 0.62
veces mas fluorescencia a los 10 minutos (linea roja). En ese mismo tiempo, cuando se
analiz6 la incubacion de las VEs en los medios sin calcio se observé que los niveles de
fluorescencia de las células incubadas con las VEs fueron 1.40 + 0.39 veces mayores que
los niveles de fluorescencia en el tiempo cero (linea azul). Cuando las células se incubaron
con las VEs en el medio MEM con EDTA (2.5 pm) se obtuvo un incremento de 1.69 + 0.01
mas fluorescencia; sin embargo, a partir de los 10 minutos de incubacion, los niveles de
fluorescencia descendieron. En estas células fue posible observar un patréon de

fluorescencia mas granulado en el citoplasma celular.

4.10. Efecto de las VEs de T. cruzi sobre el citoesqueleto

celular mediante microscopia laser confocal

Para estudiar el efecto de las VEs de 7. cruzi sobre los filamentos de
actina se llevd a cabo la incubacion de las células Vero con las VEs del
parasito durante diferentes tiempos, evaluandose el efecto de estas
exovesiculas mediante microscopia confocal, posterior a la tinciéon de los
filamentos de actina con faloidina ligada a fluoresceina y el reconocimiento
previo de la vimentina mediante el uso de un anticuerpo policlonal anti-
vimentina (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Esta proteina forma parte de los
filamentos intermedios del citoesqueleto celular y su funcidon principal es
proveer un anclaje para constituir el soporte de los organulos intracelulares
como la mitocondria y reticulo endoplasmatico o el propio nucleo, entre otros,
por lo que contribuye en mantener la integridad fisica de la célula junto con
los otros filamentos intermedios (Janmey et al., 1991; Guo et al, 2013). Los
ensayos realizados permitieron comprobar la existencia de modificaciones a
nivel del citoesqueleto de actina como consecuencia del incremento del calcio

libre intracelular, y por otra parte, si se inducen alteraciones en la integridad
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celular como consecuencia del potencial permeabilizador puesto de manifiesto
en los experimentos anteriores.

Los resultados obtenidos muestran que las VEs de 7. cruzi fueron
capaces de inducir una despolimerizacion de los filamentos de actina desde
los 15 minutos de incubacion, la cual se mantuvo hasta los 120 minutos post
incubacion con la VEs (Figura 4.10.1). En estos casos fue evidente la
desorganizacion de los filamentos de actina, pero al mismo tiempo se observo
un incremento de la actina reconocida por la faloidina en su forma globular (la
denominada actina G), la cual apareci6 desde los primeros 15 minutos, primer
tiempo de observacion empleado en los experimentos tras la incubacién con
las VEs. Con respecto a la vimentina, esta proteina parece retraerse en los
lugares del citoplasma donde la actina estd desorganizada y concentrarse en
aquellos lugares donde la actina G es menos evidente. La morfologia celular
también cambié después de la incubacion con las VEs, observandose
proyecciones citoplasmaticas a manera de filopodos (F), que le dan un aspecto
dendritico a las células (Figura 4.10.1). La aparicion de los filopodos fue
mucho mds evidente a los 30 minutos de incubacion de las células con las

VEs de T. cruzi.
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DAPI Actina Vimentina DAPI + actina + vimentina
T: 15 min 3

T: 30 min

Control
sobrenadante

Control

Figura 4.10.1. Despolimerizacion de los filamentos de actina y formacion de filopodos en
células Vero incubadas con VEs de T. cruzi durante 15 y 30 minutos. En la Figura es
posible observar la despolimerizacion de los filamentos de actina desde los 15 minutos de
incubacion de las VEs con las células (*), asi como la formacion de filépodos (F), l1a cual es
mas evidente a los 30 minutos de incubacién. Como controles del experimento se
emplearon células Vero incubadas durante 30 minutos con el sobrenadante colectado del
medio de purificacion de las VEs, con el fin de determinar si los efectos observados se
debian a las VEs del parasito o a componentes no particulados del secretoma presentes en
el sobrenadante de la purificacion de las VEs. Como controles negativos se usaron células
Vero sin tratar, cultivadas y fijadas de igual manera que las que se incubaron con las VEs

durante 30 minutos.
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La Figura 4.10.2 representa una ampliacion de la Figura 4.10.1, donde
se puede apreciar de manera mas clara la despolimerizacion de los filamentos
de actina y la formacion de filopodos en aquellas células incubadas con las

VEs de T. cruzi.

Actina Vimentina DAPI + actina + vimentina

T:30.min

Figura 4.10.2. Amplificaciéon de la imagen de la Figura 4.10.1 donde se observa la
despolimerizacion de los filamentos de actina (flechas blancas) y la formacion de filépodos
(F) en células Vero incubadas con VEs de 7. cruzi Pan4 durante 15 y 30 minutos. Si bien
se aprecia la desorganizacion de la actina fibrilar en las células incubadas con las VEs del
parasito con respecto a las células control, también es posible apreciar la presencia de un
cinturén de actina que rodea la parte externa del citoplasma en las células incubadas con
las VEs durante 30 minutos en algunas células, en especial en aquellas donde fue mas

evidente la formacion de filépodos (F).
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La formacion de filopodos se observo aun después de 120 minutos de
la incubacion de las células con las VEs del parasito (Figura 4.10.3). Sin
embargo, los efectos generados en las células como consecuencia de la
incubacion con las VEs parecen ser reversibles, puesto que a las 24 horas post
incubacion de las células con las VEs ya no se observaron (Figura 4.10.3). En
este tiempo, tanto la organizacion de los filamentos de actina como la
morfologia celular fueron similares a las células control no incubadas con las

VEs.

DAPI Actina Vimentina DAPI + actina + vimentina
T: 120 min . b

Control

Figura 4.10.3. Efecto de las VEs de 7. cruzi Pan4 sobre los filamentos de actina y
vimentina de las células Vero a los 120 minutos y 24 horas post incubacion. En la Figura
es posible observar que a los 120 minutos de incubaciéon de las células con las VEs aun se
aprecia la formacion de filopodos. Sin embargo, a las 24 horas post incubacion la
distribucion de los filamentos de actina y la morfologia celular resulté similar a las células
control no incubadas con las VEs. Como control se emplearon células Vero sin incubar
con las VEs, cultivadas y fijadas de igual manera que las que se incubaron con las VEs

durante 24 horas.
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4.11. Efecto de las VEs de T. cruzi sobre el ciclo celular

Con el fin de evaluar otras modificaciones fisiologicas ejercidas por
las VEs de T. cruzi sobre las células, se estudio la influencia que ejercen las
mismas sobre el ciclo celular de las células con las que interaccionan. Para
ello, cultivos de células Vero fueron previamente sincronizadas en la fase S
del ciclo celular tal y como se describido en el apartado de Materiales y
métodos. Una vez alcanzada dicha sincronizacion, las células se incubaron
con las VEs durante 2 horas en las condiciones ya descritas anteriormente.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.11.1., donde se aprecia un
incremento en el porcentaje de células en las fases GO/G1 del ciclo celular a
las 8 horas de la adicion de las VEs a las células Vero, con la consecuente
disminucion del porcentaje de células en la fase S. Estos resultados sugieren
que las VEs del parasito son capaces de inducir una interrupcion del ciclo
celular, paralizando la mayoria de las células del cultivo incubado con las VEs

en esta fase e interrumpiendo el ciclo normal de las células del cultivo.

Control, 2 h Células + VEs, 2 h Control, 8 h Células + VEs, 8 h
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Figura 4.11.1. Efecto de las VEs de T. cruzi Pan4 sobre el ciclo celular. El porcentaje de

células Vero en cada fase del ciclo celular se analiz6 tras teiiir las células con yoduro de
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propidio y cuantificar el contenido de DNA mediante citometria de flujo. Los resultados
muestran que a las 2 horas de incubacion de las células con las VEs no hay diferencias
estadisticamente significativas en los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular
con respecto a las células control no incubadas con las VEs. Sin embargo, al realizar la
incubacion de las células con las VEs y el anadlisis a las 8 horas, se obtuvo un porcentaje
mayor de células en las fases G0/G1 y un porcentaje menor de células en fase S, mientras
que el cultivo control no mostré diferencias significativas entre las células que se
encontraban en las fases G0/G1 y en fase S. Lo anterior indicaria una posible interrupcion
del ciclo celular en las fases G0/G1, correspondientes a las fases previas a la sintesis de
DNA celular. Los porcentajes de células en las fases G2/M tampoco mostraron diferencias
estadisticamente significativas. La comparacion entre los porcentajes de células Vero
incubadas con las VEs a las 2 y 8 horas revelé diferencias estadisticamente significativas
entre ambos tiempos, encontrandose un mayor nimero de células en las fases G0/G1 en
los cultivos de 8 horas con respecto a los de 2 horas. Los valores obtenidos representan la
media de los porcentajes de las diferentes medidas =+ la desviacion estandar de la media.
El analisis estadistico se realizo utilizando ANOVA, con comparaciones multiples post hoc

empleando el test de Tukey-Kramer, Ns: no significativo, y *** significativo (p<0.0001).

Para poder explicar los resultados obtenidos en los analisis del ciclo
celular se evaluaron los niveles de fosforilacion de la proteina del
retinoblastoma, proteina reguladora del ciclo celular (Takuwa et al., 1993). En
las Figuras 4.11.2A y 4.11.2B se observan los resultados de estos analisis en
células Vero incubadas con las VEs del parésito y en células Vero sin incubar
con las mismas. En los graficos se aprecia un aumento en los niveles de la
pRb en su estado fosforilado durante los primeros minutos de interaccion de
las células con las VEs, alcanzandose un estado de fosforilacion maxima a los
15 minutos de incubacion, para luego ir disminuyendo hasta llegar a valores
similares a los de las células control a los 60 minutos de la incubacion. En los
niveles de la proteina sin fosforilar no se observaron cambios entre los

tiempos de incubacion empleados en los experimentos.
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Figura 4.11.2A. Fosforilacion de la proteina de retinoblastoma (pRb) en células Vero
incubadas con VEs de tripomastigotes de 7. cruzi Pan4. En esta Figura se muestra que a
los 15 minutos de la incubacion de las células con las VEs se obtuvo un nivel maximo de
fosforilacion, el cual llega a decaer hasta llegar a niveles similares a los de las células
control sin incubar con VEs.

Figura 4.11.2B. Niveles de proteina de retinoblastoma (sin fosforilar) en células incubadas
con VEs de tripomastigotes de 7. cruzi Pan4. En este caso, no se observaron cambios en
los niveles de la proteina al transcurrir el tiempo de incubacién con las VEs. Los

experimentos y las mediciones se realizaron por triplicado.

4.12. Analisis del efecto de 1a VEs sobre la apoptosis celular

El efecto de las VEs de T. cruzi sobre la apoptosis en células Vero se
evalud incubandolas con las VEs durante 2 horas, seguido de la adicion del
agente pro apoptotico Taxol. Después de la adicion del Taxol se agregaron
dosis de VEs cada 8 horas hasta cumplirse el total de 72 horas. Transcurrido
este tiempo, las células se marcaron con anexina V-FITC y yoduro de

propidio para la deteccion fluorescente de las células necroticas y apoptoticas.
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El analisis se realizo mediante citometria de flujo en un equipo FACS Calibur,
como ya ha sido descrito.

Los resultados se muestran en la Figura 4.12, donde se evidencia que
el valor relativo de células que se encuentran tanto en apoptosis temprana
como en apoptosis tardia es significativamente mas bajo en aquellas células
incubadas con las VEs con respecto al control de células tratadas solo con
Taxol 0.1 pg/mL (barras gris y fucsia, respectivamente). Ademas se observo
que, al tratar las células con una concentracion mayor de Taxol (1 pg/mL),
también se obtuvieron valores mas bajos de apoptosis temprana en las células
tratadas con las VEs y similares a los obtenidos para el caso de la apoptosis

tardia.

[ Células sin tratamiento (control)
VEs
VEs + taxol 0.1 ng/mL
Taxol 0.1 pg/mL
M VEs + taxol 1 ug/mL
Taxol 1 ng/mL
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Viables Necrosis Apoptosis temprana ~ Apoptosis tardia

Valor relativo con respecto al control

Condicion de las células

Figura 4.12. Efecto de las VEs de 7. cruzi Pan4 sobre la apoptosis celular. Cultivos de
células Vero se incubaron con VEs de tripomastigotes durante 2 horas y posteriormente
se les agregé el inductor de la apoptosis, Taxol, a dos concentraciones diferentes (0.1
pg/mL y 1 pg/mL). A los cultivos celulares se les agregé una dosis de VEs cada 8 horas

hasta las 72 horas, tiempo en el que se realizé el analisis mediante citometria de flujo. En
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la Figura se observa que el valor relativo de células en apoptosis temprana y tardia es
significativamente mas bajo en las células incubadas con las VEs, al compararlo con las
células tratadas solo con Taxol 0.1 pg/mL, diferencias que resultaron estadisticamente
significativas. Sin embargo, al tratar las células con Taxol 1 pg/mL también se obtuvieron
valores estadisticamente diferentes en el caso de la apoptosis temprana, no asi en el caso
de la apoptosis tardia, donde las diferencias entre las células incubadas con las VEs y las
no incubadas no presentaron diferencias. Los valores obtenidos representan la media de
los porcentajes + la desviacién estindar de la media. El andlisis estadistico se realizo
utilizando ANOVA, con comparaciones multiples post hoc empleando el test de Tukey-

Kramer, Ns: no significativo, y *** significativo (p<0.0001).

4.13. Analisis de la expresion de los genes RhoA, Racl 'y Cdc42
en células Vero incubadas con VEs de 7. cruzi y fosforilacion

de l1a RhoA-GTPasa

Al evidenciarse el papel de las VEs de tripomastigotes de 7. cruzi en
procesos como la movilizacion intracelular de calcio, la despolimerizacion de
los filamentos de actina o la interrupcion del ciclo celular y la posible
proteccion frente a la apoptosis, se quiso estudiar si los efectos mencionados
anteriormente se debian a la accion de las VEs sobre alguna de las vias de
sefalizacion intracelular que involucran a las Rho-GTPasas, proteinas capaces
de activar un amplio rango de respuestas celulares. Para esto, cultivos de
células Vero se incubaron con las VEs de los tripomastigotes durante
diferentes tiempos, cuantificandose los niveles de expresion de los genes de
las GTPasas RhoA, Racl y Cdc42 mediante RT-qPCR. Como se explicé en el
apartado de Materiales y métodos, el RNA extraido de las muestras de células
Vero incubadas con las exovesiculas y de las células Vero sin incubar con
VEs se tratd con DNAsa para eliminar la posible contaminacion por DNA
genomico y los RNAs se retrotranscribieron a cDNA. Para probar que la
totalidad de las muestras generé cDNA capaz de amplificarse, se realizd una
PCR empleando oligonucléotidos que amplifican el gen 18S del RNA
ribosomal (Figura 4.13.1). Cada par de los oligonucleotidos disenados se

evalué mediante PCR convencionales antes de realizar 1a RT-qPCR.
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1000 pb
500 ph

250 pb
150 ph

Figura 4.13.1. Fotografia del gel de agarosa al 2% donde se muestra la amplificacién del
gen 18S del RNA ribosomal a partir de muestras de cDNA de células Vero incubadas con
VEs de T. cruzi Pan4. 1) Marcador de 1000 pb; 2) células Vero incubadas con VEs
durante 15 minutos; 3) control de células Vero a los 15 minutos; 4) células Vero incubadas
con VEs durante 30 minutos; 5) control de células Vero a los 30 minutos; 6) células Vero
incubadas con VEs durante 4 horas; 7) control de células Vero a las 4 horas; 8) control

negativo; 9) control positivo (DNA de células Vero).

Los resultados de los niveles de expresién se muestran en la Figura
4.13.2. Los niveles de expresion de cada gen y cada tiempo se compararon
con respecto a un control de células sin incubar con las VEs, normalizandose
mediante el empleo de dos genes de referencia (GAPDH y 18S). En la Figura
es posible observar una disminucion en la expresion de los genes a partir de
los 30 minutos post incubacién con las VEs del parasito. Asi, la expresion de
los genes Rac2 y Cdc42 fue significativamente mas baja que la de las células
control sin incubar con las VEs del parasito. Hay que hacer constar que la
expresion del gen RhoA fue indetectable a los 15 y 30 minutos,
incrementandose a las 4 horas aunque con niveles significativamente mas

bajos que el control de células sin incubar con las VEs.
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Figura 4.13.2. Niveles de expresion normalizados de los genes que codifican para las Rho

GTPasas RhoA, Racl y Cdc42 mediante RT-qPCR en células incubadas con las VEs de

tripomastigotes de la cepa Pan4 de 7. cruzi y células control sin incubar con las VEs

durante diferentes tiempos. En la Figura se observa una disminucion significativa en la
expresion de los genes Racl y Cdc42 en las células incubadas con las VEs durante 30
minutos, mientras que en el caso del gen RhoA no se evidencia la expresion a los 15 ni a
los 30 minutos de incubacion. Esa expresion disminuida con respecto a las células control
se mantuvo incluso a las 4 horas de incubacién. Los niveles de expresion se normalizaron
frente a la expresion de dos genes, GAPDH y 18S del RNA ribosomal. Los valores
obtenidos representan la media de los porcentajes + la desviacion estindar de la media. Se
empleo el test de Kruskal-Wallis, con comparaciones post hoc con el test de Mann-Whitney

y se ajustaron los valores p obtenidos con la correccion de Bonferroni. Ns: no

significativo, y *** significativo (p<0.0001).

Al analizar estos resultados se decidio evaluar la fosforilacion de la
GTPasa RhoA, principal enzima involucrada en la movilidad celular por su
intervencion en la produccion de cambios a nivel de citoesqueleto, ciclo
celular y apoptosis y cuya expresion no se evidencio en células incubadas con
las VEs durante 15 y 30 minutos. Las Figuras 4.13.3A y 4.13.3B muestran los
niveles de proteinas RhoA fosforilada (A) y RhoA sin fosforilar (B) en células

incubadas con VEs de T. cruzi, asi como en células incubadas con trombina
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(20 uM) y LPA (40 uM), empleadas como control. En la Figura 4.13.3A es
posible observar un incremento en los niveles de la proteina RhoA fosforilada
entre los 5 y 10 minutos de incubacioén de las células con las VEs, mientras
que en el caso de los controles (trombina y LPA), los niveles mas altos
observados se presentaron a los 5 minutos, tiempo a partir del cual los niveles
de fosforilacion de la proteina empezaron a descender. Este resultado se
complementa con el obtenido al estudiar los niveles de proteina RhoA sin
fosforilar, ya que fue justo a los 10 minutos de incubacion de las células con
las VEs cuando se observo el descenso en los niveles de esta proteina y, por el
contrario, el incremento observado de los niveles de proteina en las células

incubadas con trombina y el LPA.
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Figura 4.13.3A. Fosforilacion de la proteina RhoA en células Vero incubadas con VEs de

tripomastigotes de 7. cruzi Pan4. En esta Figura se observa un incremento en los niveles
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de fosforilacion de la proteina RhoA entre los 5 y 10 minutos de incubacion de las células
con las VEs del parasito. En el caso de las células incubadas con trombina (20 puM) y el
LPA (40 pM), los niveles mas altos se presentaron a los 5 minutos, tiempo en el
empezaron a descender. Los experimentos y las mediciones se realizaron por triplicado.

Figura 4.13.3B. Niveles de proteina de RhoA (sin fosforilar) en células incubadas con VEs
de tripomastigotes de 7. cruzi Pan4. En este caso, los resultados obtenidos a los 10 minutos
fueron opuestos a los resultados obtenidos para la proteina RhoA fosforilada, ya que a
este tiempo se observo una disminucion en los niveles de la proteina RhoA, mientras que
en el caso de las células incubadas con trombina (20 pM) y LPA (40 pM) fue cuando se
obtuvieron los niveles mas altos de expresion de la proteina. Los experimentos y las

mediciones se realizaron por triplicado.

Los niveles de las proteinas efectoras ROCK1 y ROCK2 también
fueron analizadas mediante Western blot. Con respecto a los niveles de la
proteina ROCK1, las tendencias resultaron similares entre las células
incubadas con VEs y las células control (sin incubar con las VEs) y entre las
células incubadas con trombina (20 uM) o con LPA (40 uM). Al incubar las
células con las VEs se obtuvieron niveles mas altos de proteina entre los 5 y
10 minutos, los cuales descendieron hasta llegar a obtenerse el nivel mas bajo
a los 30 minutos. Por el contrario, la trombina y el LPA produjeron un
pequefio incremento a los 15 minutos de incubacion (Figura 4.13.4A). Los
niveles de expresion de la proteina ROCK2 mostraron una tendencia similar
entre los diferentes grupos, los cuales mantuvieron niveles similares de la
proteina en todos los tiempos del ensayo, excepto en el caso de las células
incubadas con trombina (20 uM) donde se produjo un descenso en los niveles
de proteina a lo largo del tiempo de incubacion. En ambos casos, es
importante destacar que las células incubadas con las VEs mostraron los
niveles mas bajos de dichas proteinas efectoras. Los resultados se muestran en

la Figura 4.13.4B.
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Figura 4.13.4A. Niveles de la proteina efectora ROCKI1 en células Vero incubadas con
VEs de tripomastigotes de 7. cruzi Pan4. En el grafico es posible observar una tendencia
similar entre las células incubadas con VEs y las células control (sin incubar con las VEs)
y entre las células incubadas con trombina (20 pM) y con LPA (40 pM). En el caso de las
células incubadas con las VEs se observo un descenso mas acusado en la expresion de la
ROCKI1, similar al obtenido en el caso de las células control. En las células incubadas con
trombina y LPA se produjo un ligero ascenso de los niveles a los 15 minutos (aunque no
significativo), hasta llegar a valores semejantes a los de las células control a los 30 minutos
de tratamiento. Las células incubadas con las VEs mostraron niveles de expresion
menores que el resto de los grupos del experimento en todos los casos.

Figura 4.13.4B. Niveles de la proteina efectora ROCK2 en células incubadas con VEs de
tripomastigotes de 7. cruzi Pan4. En este caso se observé una tendencia similar entre los
grupos, los cuales mantuvieron niveles de proteina similares en todos los tiempos, excepto
en el caso de las células incubadas con trombina (20 pM), donde se produjo un descenso

en los niveles de expresion de esta proteina.
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4.14. Observacion de las VEs de 7. cruzi y de los
inmunocomplejos formados por las VEs de T. cruzi con IgGs

anti-7. cruzi mediante microscopia de fuerza atomica (MFA)
En las Figuras 4.14.1 y 4.14.2 se presentan imagenes de topografia
(altura, amplitud y sefial de error) de las VEs de los tripomastigotes de la cepa
Pan4d de T. cruzi, de las 1gGs anti T. cruzi purificadas mediante cromatografia
con una columna HP spin trap de proteina G y de los inmunocomplejos
formados al incubar las VEs del parasito con estas IgGs anti-7. cruzi. Cada
una de las muestras fue sometida a una caracterizacion estructural, asi como a
un analisis de propiedades mecanicas, como se muestra en los siguientes

apartados.

4.14.1. Caracterizacion estructural de las VEs de tripomastigotes
de 7. cruzi Pan4, IgGs de un suero anti-7. cruzi y los
inmunocomplejos VEs de 7. cruzi-IgGs anti-7. cruzi empleando
microscopia de fuerza atomica

Se realizd un estudio comparativo entre las imagenes de topografia y
los histogramas de altura Z de las VEs tripomastigotes de 7. cruzi, asi como
de las IgGs antes y después de la incubacion con las VEs mediante MFA. Las
muestras de VEs del parasito y de las IgGs fueron adsorbidas a la mica, para
posteriormente realizar la observacion de los inmunocomplejos VEs-IgGs
formados antes de su deposito sobre el sustrato (Figuras 4.14.1.1 y 4.14.1.2).
Las muestras se analizaron empleando el modo no contacto y, en el caso de
los inmunocomplejos, se empled también el modo “tapping” o de amplitud
modulada, donde se mantiene constante la amplitud y la punta golpea

intermitentemente sobre la superficie.
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Altura Amplitud Error

Figura 4.14.1.1. Imagenes representativas de VEs de tripomastigotes de la cepa Pan4 de 7.
cruzi (a), de IgGs anti-T. cruzi (b) y de los inmunocomplejos VEs de 7. cruzi-IgGs anti-T.
cruzi (c¢) empleando MFA. En la Figura se presentan imagenes de la topografia (altura,

amplitud y sefial de error) para cada muestra.
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Altura Amplitud Error
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Figura 4.14.1.2. Magnificacion de la Figura 4.14.1.1 donde se muestran las VEs de
tripomastigotes de la cepa Pan4 de T.cruzi (a), de IgGs anti-7. cruzi (b) y de los
inmunocomplejos VEs de 7. cruzi-IgGs anti-T. cruzi (c¢) empleando MFA. En la Figura se
presentan imagenes de la topografia (altura, amplitud y sefial de error) para cada
muestra. Las flechas blancas indican la presencia de estructuras (en este caso, las IgGs)

sobre las VEs de los tripomastigotes.

Las caracteristicas estructurales de cada muestra se detallan a continuacion.

4.14.1.1. VEs de tripomastigotes 7. cruzi Pan4

Los estudios realizados mediante microscopia electronica de
transmision, presentados al inicio de este apartado, revelaron que las VEs de
los tripomastigotes consisten en estructuras esféricas, sin dar mayor detalle
sobre su subestructura. Al realizar el analisis de las imagenes de la altura Z de

las VEs en modo no contacto de MFA se obtuvieron particulas bastante
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homogéneas de tamafio comprendido entre 20-50 nm (Figura 4.14.1.1.1). Las
imagenes de amplitud y topografia (Figura b y Figura c) revelan detalles de la
morfologia de estas vesiculas, con una longitud entre 100 a 200 nm. La Figura
1b permite observar la estructura caracteristica con un centro que presenta una
depresion, lo que sugiere que podria existir una densidad heterogénea o quizas
los mecanismos de contraste de la imagen podrian afectar el resultado y
mostrar este aspecto. La imagen de amplitud evidencia la superficie no

homogénea de las exovesiculas.
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Figura 4.14.1.1.1. Imagenes representativas de las VEs de tripomastigotes de 7. cruzi
mediante MFA (topografia y amplitud). Se colocaron 10 pL. de una muestra de VEs (1.55
pug/nL de proteinas) sobre una superficie de mica. a) Imagen de altura Z, b) magnificacion
de la imagen a y ¢) amplitud correspondiente a la imagen b. Los graficos muestran los
perfiles de linea que corresponden a las imagenes de topografia (el perfil de linea rojo
corresponde a una altura Z: 40 nm y el perfil de linea verde corresponde a una altura Z:
20 nm). El grifico de barras muestra la informacién estadistica sobre la frecuencia

relativa de cada altura Z (nm).
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4.14.1.2. IgGs de raton anti-7. cruzi

En la Figura 4.14.1.2.1 se presentan las imagenes obtenidas en el caso
de las IgG anti-7. cruzi, necesarias para completar el analisis de los
inmunocomplejos que forman con las VEs mediante este tipo de microscopia.
Asimismo, se muestra una magnificacion de la imagen (Figura 4.14.1.2.1b) y
su amplitud (Figura 4.14.1.2.1c). Del analisis de las imagenes se obtuvieron
estructuras con un rango de tamafio comprendido entre los 0.6 nm y 18 nm,
aunque la mayoria de las imagenes mostraron una altura comprendida en un
rango de 3 nm hasta los 13 nm. Como se puede observar en los perfiles de
linea verde y roja, la IgG parece tener una altura de 10 nm en la imagen
ampliada. Sin embargo, en las muestras absorbidas sobre la mica, se
observaron anticuerpos con formas variables, incluidas formas esféricas y
formas mas o menos irregulares. Esto se resalta particularmente en la imagen

de amplitud de la Figura 4.14.1.2.1c.
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Figura 4.14.1.2.1. Imagenes representativas de las IgGs anti-7. cruzi purificadas a través
de cromatografia mediante columna con proteina A, estudiadas mediante MFA
(topografia y amplitud). a) Imagen de altura Z, b) magnificacién de la imagen a y c)
amplitud correspondiente a la imagen b. Los graficos muestran los perfiles de linea que

corresponden a las imdgenes de topografia (el perfil de linea rojo corresponde a una
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altura Z: 11 nm y el perfil de linea verde corresponde a una altura Z: 14 nm). El grafico
de barras muestra la informacion estadistica sobre la frecuencia relativa de cada altura Z

(nm).

4.14.1.3. Inmunocomplejos VEs-IgGs anti-T. cruzi

En la Figura 4.14.1.3.1 se muestran las imagenes del modo “tapping”
de los inmunocomplejos formados por la incubacion de las VEs de T. cruzi
con las IgGs anti-T. cruzi. En las VEs de la Figura se observa una superficie
cubierta uniformemente con material que no aparece a cuando las VEs se
observaron directamente, antes de la incubacion con las IgGs (Figura

4.14.1.1.1).
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Figura 4.14.1.3.1. Imagenes representativas de los inmunocomplejos VEs-IgGs anti 7.
cruzi mediante MFA (topografia y amplitud). Los inmunocomplejos fueron formados
mediante la incubacién de las VEs con las IgGs anti-7. cruzi purificadas como se describio
en el apartado de Materiales y métodos. a) Imagen de altura Z y b) imagen de amplitud
que corresponde a la imagen de topografia. Los graficos muestran los perfiles que
corresponden a las imagenes de topografia (el perfil de linea rojo corresponde a una
altura Z: 60 nm y el perfil de linea verde corresponde a una altura Z: 120 nm). El grafico
de barras muestra la informacion estadistica sobre la frecuencia relativa de la altura Z

(nm).
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En la Figura 4.14.1.3.2 se observan los mismos inmunocomplejos de
la Figura anterior pero analizados mediante el modo no contacto. En este caso,
el rango de tamafio es consistente con el rango obtenido en las mediciones
anteriores, con los inmunocomplejos individuales distribuidos al azar sobre el
sustrato. Ademas de los inmunocomplejos, se observan unas estructuras mas
grandes (con dimensiones entre 0.8 um y 1.5 um de longitud) (Figuras
4.14.1.3.2b y 4.14.1.3.2b dentro de los rectangulos rojos). Estas estructuras de
mayor tamafio corresponden a la agregacion de una o mas IgG con una o
varias VEs. En general, los inmunocomplejos poseen una estructura globular
que varia de tamafio, con un didmetro promedio de entre 0.35 um y 1.35 um
de longitud y una altura de 50 nm a 250 nm. La Figura 4.14.1.3.3 muestra una
ampliacion de una imagen de inmunocomplejos donde los mas pequefios
presentan una longitud de 0.175 pum y una altura de 50 nm, mientras que los
mas grandes tienen un didmetro de 1.8 um y una altura de 246 nm. En ambos

inmunocomplejos es posible confirmar la forma globular que poseen.
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Figura 4.14.1.3.2. Imagenes representativas de los inmunocomplejos VEs-IgGs anti T.
cruzi mediante MFA (topografia y amplitud). Las muestras se prepararon de la misma

forma que la descrita en el pie de la Figura 4.14.1.3.1. a) Imagen de altura Z y b) imagen
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de amplitud que corresponde a la imagen de topografia. Los graficos muestran los perfiles
de linea que corresponden a las imagenes de topografia (el perfil de linea rojo
corresponde a una altura Z: 180 nm y el perfil de linea verde corresponde a una altura Z:
220 nm). El grafico de barras muestra la informaciéon estadistica sobre la frecuencia

relativa de la altura Z (nm).

En algunos inmunocomplejos mostrados en la Figura anterior se pudo
demostrar la formacion de dichos inmunocomplejos como consecuencia de la
union de los anticuerpos a las VEs, evidenciandose el cambio de altura que
provoca dicha union (Figura 4.14.1.3.3.) Se incluye en esta Figura una
fotografia de contraste de fase que trata de mostrar de manera mas clara la

unién VEs-IgGs.
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Figura 4.14.1.3.3. Amplificacion de las imagenes representativas de la formacion de los
inmunocomplejos VEs-IgGs anti 7. cruzi mediante MFA (topografia y contraste de fase).
a) Imagen de altura Z y b) imagen de contraste de fase del inmunocomplejo formado por
las VEs y las IgGs. Los graficos muestran los perfiles de linea que corresponden a las
imagenes de la topografia (el perfil de linea rojo corresponde a una altura Z del primer
paso: 8.167 nm y del segundo paso: 10.082 nm; el perfil de linea verde corresponde a una

altura Z: 11.220 nm).
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4.14.2. Resultados del estudio de las propiedades mecanicas de las VEs de
los tripomastigotes de 7. cruzi y los inmunocomplejos VEs-IgGs anti-7.
cruzi

Ademas de las mediciones ya descritas sobre las exovesiculas, las
IgGs y los inmunocomplejos VEs-IgGs, la MFA se utiliz6 para evaluar
algunas de las propiedades biomecanicas de las VEs y los inmunocomplejos
mediante espectroscopia de fuerza, una técnica analitica dindmica que permite
el estudio de las propiedades de las interacciones de los enlaces, en este caso
IgG-antigenos, presentes en las VEs de 7. cruzi. La preparacion de las
muestras se realizdé como se describid en la seccion de Materiales y métodos,
empleandose el modo “Pin Point”. La Figura 4.14.2.1 muestra una imagen de
altura Z y un mapa nanomecanico donde se ilustra la rigidez, el modulo de
Young y el perfil de adhesion de los inmunocomplejos VEs de 7. cruzi-IgGs
anti-7. cruzi (Figura 4.14.2.1a) y las VEs de tripomastigotes de la cepa Pan4
de T. cruzi (Figura 4.14.2.1b).
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Figura 4.14.2.1. Imagenes de altura Z y mapas nanomecanicos de los inmunocomplejos
VEs-IgGs anti-T. cruzi (a) y VEs de tripomastigotes de 7. cruzi Pan4 obtenidos mediante

MFA. Se muestra la rigidez, el médulo de Young y el perfil de adhesién.

Los resultados del andlisis de las propiedades nanomecanicas se
muestran en la Tabla 4.14.2. En el caso de los inmunocomplejos VEs-IgGs se
obtuvieron valores mas bajos de rigidez y modulo de Young al compararlos
con las VEs solas (rigidez: 7.573 N-m™ vs. 13.913 N-m™; médulo de Young:

0.462 GPa vs. 1.111 GPa). Con respecto a la adhesion, los inmunocomplejos
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mostraron valores mas altos de adhesion que las de las VEs solas (51.590 nN
vs. 39.667 nN). Estos resultados confirmarian la idea de que las propiedades
mecanicas de las VEs cambian después de la union de las IgGs anti-7. cruzi a

la exovesicula.

Tabla 4.14.2. Propiedades nanomecanicas de VEs de tripomastigotes de 7. cruzi e
inmunocomplejos formados por la VEs-IgGs anti-T. cruzi: rigidez, modulo de Young y

adhesion (nN).

Muestra Rigidez (N-m™) Moédulo de Young Adhesion (nN)
(GPa)
VEs 13.913+£2.783 1.111+£0.218 39.667 +7.140
Inmunocomplejos 7.573 £1.515 0.462 +0.093 51.590 +£10.318
(VEs-IgGs)

4.15. Biostribucion de las VEs de 7. cruzi y los
inmunocomplejos VEs-IgGs anti-7. cruzi mediante el sistema
de analisis de imagenes “in vivo” IVIS

Debido a los resultados obtenidos sobre la permeabilizacion celular y
la movilizacion intracelular de calcio en cultivos celulares incubados con las
VEs y dado que por el momento no se conocen las causas de las diferentes
patologias de la enfermedad de Chagas, se decidio estudiar la biodistribucion
de las exovesiculas y los inmunocomplejos VEs-IgGs en los diferentes tejidos
y organos de animales susceptibles a una infeccion con 7. cruzi. Para ello,
después de obtener y purificar las IgGs de sueros de ratones hiperinmunes
anti-7. cruzi mediante cromatografia de afinidad, las IgGs obtenidas se
trataron con papaina con el fin de romperlas y purificar las regiones Fab.
Tanto las IgGs como las regiones Fab se incubaron con las exovesiculas para
formar los complejos y asi conocer el papel que podria desempefiar la region
Fc de las IgGs en la biodistribucion de las VEs al ser inyectadas en los
ratones.

Antes de realizar la inyeccion intravenosa de las VEs y de los

inmunocomplejos en los animales, se procedio a comprobar el reconocimiento
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de las proteinas de las VEs por las IgGs y si en el proceso de digestion y
purificacion de las regiones Fab de las IgGs fue exitoso. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 4.15.1.
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Figura 4.15.1A. Reconocimiento de las proteinas de las VEs de tripomastigotes de la cepa
Pand de T. cruzi por las IgGs anti-T. cruzi (obtenido en ratén) mediante Western blot. 1)
Marcador de peso molecular y 2) muestra de VEs de tripomastigotes (90 pg de proteina).
Figura 4.15.1B. Reconocimiento mediante Western blot del receptor CD9 (24 KDa),
especifico de los exosomas de mamiferos, en las VEs de células Vero por un anticuerpo
anti-CD9 (Sigma Aldrich, USA), empleado como control de biodistribucién de
inmunocoplejos no especificos de 7. cruzi. 1) Marcador de peso molecular y 2) muestra de
VEs de células Vero (90 pg de proteina).

Figura 4.15.1C. Electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida que muestra las
fracciones de las IgGs tras el tratamiento con la papaina. 1) Marcador de peso molecular,
2) muestra de IgGs tras la purificacion a partir de suero de ratén con la columna de
proteina G, 3) muestra de las fracciones Fab y Fc tras el tratamiento de la muestra de
IgGs con la papaina, 4) fraccién Fab obtenida tras la separacion de las fracciones Fab y
Fc con la columna de proteina G (sefialada con flecha blanca) y 5) fraccién Fc obtenida

tras la separacion de las fracciones Fab y Fc con la columna de proteina G.

Los resultados de biodistribucion se muestran en la Figura 4.15.2. A
los 30 minutos de inyectadas las VEs del parasito, se observd una

concentracion de las mismas en el higado de los ratones. Sin embargo, la
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presencia de las VEs en este 6rgano se hizo evidente en todos los animales del

experimento a partir de las 24 horas.

T: 30 min T:24h T:48h T:72h T:96 h T:120h )

Ez]

Figura 4.15.2. Distribucion de las VEs de 7. cruzi Pan4 e inmunocomplejos VEs de T.
cruzi-1gGs anti-7. cruzi tefiidos con el colorante DiR mediante IVIS. El seguimiento se
realizo desde los 30 minutos hasta las 120 horas de inyectados en los animales. a) VEs de
tripomastigotes de la cepa Pan4 de 7. cruzi, b) inmunocomplejos VEs de 7. cruzi-IgGs
anti-7.cruzi, c¢) pseudoinmunocomplejo formado por las VEs de 7. cruzi-fraccion Fab de
las IgGs obtenidas de la fraccion no retenida por la columna de proteina G tras la

digestion de las IgGs con papaina, d) inmunocomplejo VEs de células Vero-IgG anti CD9
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y e) VEs de los tripomastigotes de la cepa Pan4 de 7. cruzi preincubadas con un suero
preinmune de ratén. El primer ratén (sin color) corresponde al blanco del ensayo, al cual
se le inyect6 PBS tratado con el colorante de la misma manera que el resto de las

muestras.

Dado que a las 24 horas se observo sefial en todos los animales, se
sacrific6 un animal por grupo a partir de las 72 horas y se realizo la
observacion ex vivo de los organos. Los resultados se muestran en la Figura

4.15.3.
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Figura 4.15.3. Observacion mediante IVIS de los 6rganos de los ratones sacrificados a las
72, 96 y 120 horas de inyectados con las VEs e inmunocomplejos VEs de 7. cruzi-IgGs de
T. cruzi teiiidos con el colorante DiR. a) Ratones inyectados con VEs de tripomastigotes de
la cepa Pand de T. cruzi, b) ratones inyectados con los inmunocomplejos VEs de 7. cruzi-
IgGs anti-T.cruzi, c) ratones inyectados con los pseudoinmunocomplejos VEs de 7. cruzi-

fraccion Fab de las IgGs obtenidas con la columna de proteina, d) ratones inyectados con
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los inmunocomplejos VEs de células Vero-IgG anti CD9; e) ratones inyectados con VEs de
tripomastigotes de la cepa Pan4 de 7. cruzi preincubadas con un suero preinmune de
raton, sin la presencia de IgGs especificas para los antigenos del parasito y f) ratén

inyectado con PBS sometido al mismo protocolo de tincién con DiR (blanco del ensayo).

El andlisis de las imagenes permitid apreciar sefial fluorescente
principalmente en 6rganos como el higado y el bazo, tanto en el caso de las
VEs de T. cruzi como en el de los controles empleados. Sin embargo, en el
caso de los inmunocomplejos VEs-IgGs anti-7. cruzi fue posible observar
sefial en otros organos, llamando la atencion su presencia en el estdbmago e
intestino. Debido a esta distribucion diferente, se decidid realizar un
seguimiento durante 2 tiempos mas (140 y 164 horas), con el fin de
comprobar la presencia de inmunocomplejos en 6rganos del aparato digestivo.

Los resultados se muestran en la Figura 4.15.4.
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Figura 4.15.4. Observacion de los érganos de los ratones sacrificados a las 140 y 164 horas
de inyectados con las VEs e inmunocomplejos VEs de T. cruzi-IgGs de T. cruzi teiiidos con
el colorante DiR, mediante IVIS. En estas imagenes es posible observar la presencia de

dichos inmunocomplejos en diferentes 6rganos ademas del higado y del bazo, como sucede
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en el caso de las VEs. Es importante resaltar la presencia de los inmunocomplejos en el

estomago e intestino de los animales sacrificados.

4.16. Analisis y comparacion del proteoma de las VEs de

tripomastigotes y epimastigotes de 7. cruzi Pan4

Previo al analisis comparativo de la composicion de proteinas de las
VEs procedentes de tripomastigotes y epimastigotes del parasito, se realizd la
confirmacion de la presencia de las VEs en las muestras purificadas por medio

de MFA. El resultado se muestra en la Figura 4.16.1.

1000

750

5
n
500

250

Figura 4.16.1. Observacion de las VEs de tripomastigotes (a, b) y epimastigotes (c, d) de la
cepa Pand de 7. cruzi mediante MFA. Se presentan las imagenes de altura Z. b) y d)

corresponden a magnificaciones de las imagenes a) y ¢), respectivamente.

La comparacion del proteoma de las VEs de tripomastigotes y
epimastigotes de la cepa Pan4 reveld que las exovesiculas de ambas formas
evolutivas presentan 274 proteinas en comun y que las VEs procedentes de los

trimpomastigotes superan en cantidad de proteinas a las VEs de las formas
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epimastigotas (Figura 4.16.2). Asi, 254 proteinas (66%) fueron especificas de
las VEs de los tripomastigotes mientras que 141 proteinas (26.7%) resultaron

especificas de las VEs secretadas por los epimastigotes.

Tripomastigotes ~ Epimastigotes

141

Figura 4.16.2. Diagrama de Venn donde se compara el proteoma de las VEs de
tripomastigotes y epimastigotes de la cepa Pan4 de 7. cruzi. Los resultados demuestran

que las VEs de ambas formas del parasito comparten un total de 274 proteinas.

Los estudios comparativos de la naturaleza de las proteinas
encontradas muestran una mayor carga proteica de proteinas especificas de la
superficie de la membrana en las VEs procedentes de las formas
tripomastigotas en relacion con las existentes en las formas epimastigotas.
Asi, el 23% de las proteinas presentes en las VEs de tripomastigotes se
identificaron como miembros de las familias multigénicas de las proteinas de
superficie, mientras que solo el 9.2% del proteoma de las VEs de
epimastigotes fueron proteinas pertenecientes a estas familias antes
mencionadas (Figura 4.16.3). Entre estas proteinas de superficie, cabe
destacar la presencia de trans-sialidasas en las VEs de los tripomastigotes, las
cuales representaron el 22% de toda la carga proteica de dichas exovesiculas.
Se determind la existencia de proteinas procedentes de otras familias
multigénicas como la DGF-1, la cual se encontr6 exclusivamente en las VEs

de los epimastigotes, representando 2% de su contenido proteico, por lo que
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quizas podria ser considerada un marcador de las exovesiculas de estas formas

del parasito.

Tripomastigotes Epimastigotes
@ TS: 22%
B gp63: 1%
@ Otros: 76%

uTS: 7%

@ gp63: 0.2%
o DGF-1: 2%
@ Otros: 89%

Figura 4.16.3. Proteinas de superficie presentes en las VEs de tripomastigotes y
epimastigotes de la cepa Pand de 7. cruzi. Los graficos ilustran las diferencias en la
cantidad de proteinas de superficie presente en las VEs de ambas formas del parasito,
donde las VEs de las formas tripomastigotes contienen un 23% de proteinas ligadas a
superficie mientras que las VEs de las epimastigotes solo contienen un 9.2% de las
mismas. Se destaca ademas la presencia de frans-sialidasas en especial en las VEs de las

formas tripomastigotas y de DGF-1 inicamente presente en las VEs de los epimastigotes.

La clasificacion de las trans-sialidasas obtenidas empleando el
sistema de clasificacion propuesto por Freitas y colaboradores (2011) (Freitas
et al., 2011) revel6 la gran cantidad y variabilidad de estas proteinas en las
VEs de las formas tripomastigotas, obteniéndose un total de 121 trans-
sialidasas pertenecientes a todos los grupos (desde el grupo I hasta el VIII)
(Figura 4.16.4). En el caso de las trans-sialidasas en las VEs obtenidas a partir
de los cultivos de las formas epimastigotas, estas fueron mucho menos
abundantes, identificandose un total de 33 proteinas y todas ellas

pertenecientes a grupo II .
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Figura 4.16.4. Clasificaciéon de las frans-sialidasas de las VEs de tripomastigotes y
epimastigotes de la cepa Pan4 de 7. cruzi segun el grupo al que pertenecen. En el caso de
las VEs de tripomastigotes, se obtuvieron frans-sialidasas de todos los grupos, mientras
que en el caso de las VEs de epimastigotes, solo se obtuvieron frans-sialidasas del grupo II.

Clasificacion propuesta por Freitas y colaboradores (2011).

Por ultimo y relacionado con el “cargo” de proteinas de las VEs en
funcion de su actividad enzimatica, se realizd un analisis GO term de
ontologia génica con p<0.05, en el que se obtuvieron patrones similares en
muchas de las actividades enzimaticas de las VEs ambas fases del parasito,
destacando aquellos enriquecimientos de actividad peptidasa tipo-treonina
peptidasa (GO: 0070003), constituyentes estructurales ribosomales (GO:
003735) y actividad aminoacil-tRNA ligasa (GO:0004812) (Figura 4.16.5).
De igual forma, el andlisis mostr6 un enriquecimiento diferencial en las
proteinas de union a acidos nucleicos y a nucleosidos fosforilados (GO:
0003676 y GO: 19012), las cuales participan de forma importante en
determinados procesos metabolicos tales como la glicolisis, traduccion,

sefializacion y degradacion de proteinas.
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Figura 4.16.5A. Analisis “GO term” de ontologia génica que muestra las posibles

funciones y los procesos biolégicos en los que intervienen las proteinas contenidas en las
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VEs de las formas tripomastigotas y epimastigotas de la cepa Pan4 de 7. cruzi. Se muestra
la funcién molecular de las proteinas obtenidas al comparar las mismas con la base de
datos de la cepa CL Brener Esmeraldo de 7. cruzi, depositada en la base de datos
TriTrypDB. El anilisis se representa con un grifico de dispersién con valores obtenidos
con p<0.05.

Figura 4.16.5B. “Tree map” del analisis “GO term” de ontologia génica que muestra las
posibles funciones y los procesos biolégicos de las proteinas contenidas en las VEs de
tripomastigotes y epimastigotes de la cepa Pand4 de 7. cruzi. Los valores que se

representan son los obtenidos con p<0.05.

Los resultados de todos los analisis proteomicos realizados se

presentan en la seccion de Anexos de esta Tesis.
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5. Discusion

Todas las células vivas liberan al medio externo una serie de
moléculas ademas de los catabolitos, que junto con una serie de
macromoléculas, son capaces de modular el medio extracelular donde se
desarrollan y que les permite llevar a cabo diferentes procesos como la
digestion externa para absorber nutrientes, modular y escapar del sistema
inmune o condicionar el medio tisular donde se van a implantar como células
en procesos de metastasis o de migracion celular. Estos productos liberados
por los organismos constituyen lo que se denomina secretoma. Algunos de
dichos productos aparecen englobados por membranas lipidicas, formando
vesiculas extracelulares o exovesiculas.

Las vesiculas extracelulares son vesiculas lipidicas liberadas por
cualquier tipo celular. Hoy dia, se considera que estas vesiculas conforman la
mayor parte del secretoma celular y actGian como mecanismo de
comunicacion entre las células (Zhang et al., 2018) o como transportadores de
informacion genética, ademas de poseer funciones de modulacion celular e
inmunoldgica. Las exovesiculas contienen lipidos provenientes de las
membranas celulares con una composicion rica en fosfolipidos y colesterol
similar a la de los dominios “raft” de las membranas plasmaticas (de Gassart
et al., 2003; Skotland et al., 2017), ademas de moléculas proteicas de unién a
las membranas, que, en el caso de las VEs de mamiferos, incluye a las
integrinas y las tetraspaninas (Paolillo & Schinelli, 2017), asi como diversas
enzimas como proteasas y glicosidasas (Sanderson et al., 2019) y acidos
nucleicos (Sanderson et al., 2019).

Como se comento6 en la introduccion, dependiendo tanto del tamafio
como de su biogénesis y composicion, estas vesiculas se clasifican en cuerpos
apoptdticos de 1 a 5 um (Kerr et al., 1972; Théry et al., 2001), ectosomas
mayores de 100 nm y hasta 1 pm y provenientes directamente de la membrana

plasmatica por “herniaciéon” de la misma (Raposo & Stoorvogel, 2013;
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Marcilla et al., 2014) y exosomas de origen endocitico, procedentes de los
cuerpos multivesiculares y de tamafio comprendido entre 30 a 100 nm (van
der Pol et al., 2012; Schorey et al., 2015). En el afio 2018 se describio otra
categoria conocida como los exomeros, nanoparticulas proteicas no
recubiertas de membrana de tamafio mas pequefio (aproximadamente de unos
35 nm) (Zhang & Lyden, 2019).

Las diferencias y similitudes entre las diferentes vesiculas
extracelulares fueron resumidas y publicadas por Cocucci y Meldolesi en
2015 (Cocucci & Meldolesi, 2015). La presencia de estas exovesiculas en
organismos parasitos fue revisada en 2014 por Marcilla y colaboradores
(Marcilla et al., 2014) y mas recientemente y haciéndose especial énfasis en la
presencia y el papel de dichas exovesiculas de Trypanosoma cruzi por de
Pablos y colaboradores en 2018, donde se indica que el modo de accion de
estas vesiculas puede ser endocrino, actuando en células o tejidos distantes al
lugar de la produccién de las vesiculas, paracrino actuando sobre células
vecinas, yuxtacrino actuando en las células adyacentes al lugar de la
liberacién y ayudando a la creacion de nichos o autocrino, actuando sobre las
mismas células que las liberan, con el fin de producir una serie de efectos
sobre los receptores a los que estimulan (de Pablos et al., 2018).

Como ha sido mencionado, el contenido de las VEs incluye proteinas,
muchas de ellas con actividad enzimatica, proteinas de reconocimiento y
adhesion, lipidos y acidos nucleicos. La importancia del estudio de las VEs
radica en su participacion activa en la comunicacion intercelular, incremento
de la parasitacion y en el establecimiento de patdégenos en el hospedador por
la modulacion de la respuesta inmune (Théry, 2011; Marcilla et al., 2014; de
Pablos et al., 2018; Zhang et al., 2018). Por ejemplo, se ha descrito que los
exosomas de T. cruzi podrian considerarse una forma alternativa de secrecion
de proteinas, que participan en la presentacion antigénica y en la evasion de la
respuesta inmune (de Pablos et al., 2016). Ademas, tanto los exosomas como

los ectosomas transfieren RNA biologicamente activo, citoquinas, factores de

194



Discusion

crecimiento y metaloproteasas, lo cual los incluye como posibles candidatos
para ser empleados como biomarcadores de la enfermedad (Schorey &
Bhatnagar, 2008; Théry, 2011), si bien la funcionalidad de estas sustancias
trasportadas a nivel celular permanece, en gran parte desconocida para el caso
de T. cruzi. También se ha comprobado la participacion de las VEs en los
procesos de inflamacion, metastasis, angiogénesis o crecimiento tumoral, asi
como en el intercambio de informacion genética y en la adhesion celular (van
der Pol et al., 2012).

Trypanosoma cruzi posee un ciclo intracelular obligado en el
hospedador vertebrado, donde las formas amastigotas se van a multiplicar
dentro de células nucleadas. A diferencia de otros protozoos kinetoplastidos
intracelulares como Leishmania sp., este parasito va a desarrollar las formas
amastigotas tanto en células fagociticas como en células no fagociticas. Una
vez en el citoplasma celular, el parasito escapa del fagosoma formado por
invaginacion de la membrana celular que lo envolvié para llegar hasta el
interior celular y, tras quedar libre en el citoplasma mediante un proceso
activo, se va a multiplicar activamente, donde se transformara en formas
tripomastigotas capaces de salir de la célula para invadir nuevas células o
pasar al torrente sanguineo para completar el ciclo en el triatomino vector. 7.
cruzi es capaz de invadir tanto células fagociticas como no fagociticas por un
proceso de interiorizacion mediante una endocitosis inducida, proceso en el
que participa tanto el parasito como la célula hospedadora y cuyo mecanismo
de entrada ha sido ampliamente estudiado (Burleigh & Andrews, 1995;
Andrade & Andrews, 2005; Yoshida & Cortez, 2008; de Souza et al., 2010).

El proposito principal de esta Tesis Doctoral fue comprobar la
participacion y el efecto de las VEs de la cepa Pan4 de T. cruzi en ciertos
eventos que anteceden el proceso de invasion celular por parte de los
tripomastigotes del parasito, asi como determinar las modificaciones
biologicas que ejercen dichas exovesiculas a nivel de la célula hospedadora.

Estudios previos realizados por otros autores con respecto a la produccion y
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liberacion de las VEs de T. cruzi se han llevado a cabo con VEs procedentes
de otras cepas diferentes a la empleada en esta Tesis (Y, DM28c, Sylvio
X10/6, CL-Brener, Colombiana, CL-14 y Yu Yu) (Goncalves et al. 1991;
Trocoli Torrecilhas et al., 2009; Cestari et al., 2012; Bayer Santos et al., 2013;
Garcia Silva et al., 2014a; Neves et al., 2014; Nogueira et al., 2015) o con
VEs liberadas por las formas epimastigotas, formas no infectivas del parasito.
Los experimentos expuestos en esta Tesis se realizaron con las VEs
procedentes de las formas infectivas, tripomastigotes, dado que se considera
que deben ser las exovesiculas que tienen que ser estudiadas si se quieren
llevar a cabo investigaciones relacionadas con la parasitacion en el
hospedador vertebrado.

La presencia de VEs en T. cruzi fue descrita por primera vez en 1979
por da Silveira y colaboradores (da Silveira et al., 1979), mediante estudios de
microscopia electronica usando criofractura sobre las formas epimastigotas
del parasito. En estos estudios se comprobd la liberacion al medio de
diferentes tipos de wvesiculas. Posteriormente, en 1991 Gongalves y
colaboradores (Gongalves et al., 1991), encontraron que las formas
tripomastigotas de 7. cruzi liberaban antigenos en forma de vesiculas de 20 a
80 nm al medio de cultivo. En 2016 se publicd la purificacion mediante
centrifugacion diferencial de VEs de tripomastigotes de la cepa Pan4 en el
laboratorio donde se realizd esta Tesis Doctoral, donde se describia como las
exovesiculas procedentes de esas formas del parasito transportan proteinas
MASPs inmaduras, al detectarse en ellas la region C terminal y el péptido
sefial de las proteinas pertenecientes a esta familia multigénica (de Pablos et
al., 2016; Diaz Lozano et al., 2017).

Siguiendo la metodologia de aislamiento mediante centrifugacion
diferencial, se obtuvieron las VEs de los tripomastigotes y se comprobd la
purificacion de las mismas mediante diversas técnicas, entre ellas microscopia
electronica de transmision, microscopia de fuerza atémica, “nanoparticle

tracking analysis” y “dynamic light scattering”, donde se evidencid y
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confirmé no solo el tamafio y la forma de las vesiculas purificadas, sino la
presencia de poblaciones homogéneas de dichas VEs. De los resultados
obtenidos es posible afirmar que el rendimiento obtenido, medido en funcioén
de la cantidad de proteina de la fraccion purificada en las VEs secretadas por
los tripanomastigotes de la cepa Pan4 fue mayor que la descrita por otros
autores con respecto a la cantidad de proteinas obtenidas con otras cepas o
formas biologicas del parasito. De hecho, la concentracion de proteinas de las
VEs de tripomastigotes de la cepa Pan4 fue 10* veces mayor con respecto a la
concentracion de proteinas de las VEs obtenidas de las formas epimastigotes
de la cepa DM28c usada por Garcia Silva (Garcia Silva et al., 2014a) y 41.67
veces mayor con respecto a las VEs procedentes de tripomastigotes de la cepa
Y empleada en los trabajos de Trocoli Torrecilhas (Trocoli Torrecilhas et al.,
2009). Asi, en este trabajo se demostré que, usando la cepa Pan4 y el sistema
de purificaciéon mediante centrifugacion diferencial, fue posible obtener 12 pg
de proteina tras la incubacién de 1x10’ tripomastigotes mantenidos a 37°C
durante 5 horas en el medio de cultivo de liberacion de VEs, un medio
tamponado con HEPES con el fin de evitar la acificacion del medio y que esto
promueva la transformacion de las formas tripomastigotas a formas
“amastigote-like” in vitro (Sanchez Moreno et al., 1995).

Posterior a la purificacion de las VEs de la cepa Pan 4 se decidio
comprobar si las exovesiculas purificadas ejercian un comportamiento
semejante al descrito por Trocoli Torrecilhas y colaboradores en 2009 y
Cestari y colaboradores en 2012, quienes reportaron incrementos en las tasas
de parasitacion de las células previamente incubadas con VEs del parasito.
Para ello y con el fin de evaluar la relacion entre la dosis de las exovesiculas
(ug/mL) y la induccion del incremento en los porcentajes de parasitacion
celular, los cultivos fueron incubados durante 2 horas en medio libre de suero
con concentraciones crecientes de VEs (desde 0.1 pg/mL hasta 2.5 pg/mL).
Después de la incubacion y de eliminar mediante lavados aquellas VEs que no

hubiesen interaccionado con las células, los cultivos celulares fueron
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infectados durante 4 horas con las formas tripomastigotas. Ramirez y
colaboradores emplearon dosis de 50 ng/mL de VEs en las interacciones y un
tiempo de 3 horas, llevando a cabo la interaccion de las VEs-células en
presencia de las formas infectantes del parasito (Ramirez et al., 2016), por lo
que los efectos observados podrian ser atribuibles a efectos de las VEs sobre
los propios parasitos, sobre las células o sobre ambos, lo que no ocurre en los
experimentos de esta Tesis Doctoral, dado que los cultivos fueron lavados tras
la interaccion con las VEs para eliminar todas aquellas vesiculas del parasito
que no hubiesen interaccionado con las membranas celulares. Esto significa
que lo que los efectos generados en las células son Gnicamente atribuibles a la
accion de las VEs.

De los resultados obtenidos se comprobo la existencia de una relacion
dosis respuesta donde no se evidencia un aumento lineal de la parasitacion en
funcion de la dosis de las VEs. Al emplearse una dosis de 0.5 pg/mL se
alcanz6 un maximo de 88.88 + 3.73% de células parasitadas y a partir de esta
dosis los niveles de parasitacion decrecieron, sin obtenerse variaciones en la
parasitacion aun incrementando la dosis de las VEs. Lo anterior sugiere que,
una vez alcanzada la dosis maxima efectiva y al no modificarse los niveles de
parasitacion con dosis mayores, esto sea como consecuencia quizas de la
saturacion de los receptores o que se lograron los maximos efectos directos
sobre las membranas celulares a la dosis de 0.5 pg/mL. El estudio del
incremento de la parasitacion en funcion de la dosis de VEs en el medio de
cultivo mostr6 una cinética no lineal, sigmoidea, correspondiente con un
modelo dosis/respuesta, cinética con una ecuacion cuya formula se describio
en el apartado de Resultados y de la que se obtuvo una dosis de 0.38 pg/mL
capaz de inducir unos efectos equiparables al 50% en las células incubadas
con las VEs, durante un tiempo de interaccion VEs:célula de 2 horas. Esta
dosis fue empleada en los todos los experimentos posteriores de interaccion
VEs:célula ya que permite observar los efectos celulares evitando la

sobresaturacion de la respuesta y con esto, optimizar las condiciones. Por otra
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parte, los resultados muestran que el efecto ejercido por las VEs sobre las
células es temporal y reversible, dado que el efecto que se obtiene bajo las
condiciones experimentales descritas en esta Tesis dura aproximadamente
unas 8 horas, ya que a las 24 horas post incubacion de las células con las VEs
se obtuvieron tasas de parasitacion similares a las células control no incubadas
con las VEs. Lo anterior probaria que los efectos de las VEs afectan los
mecanismos celulares involucrados en el proceso de internalizacion del
parasito en la célula hospedadora sin afectar la viabilidad celular, lo que
podria corresponder con los efectos que debe ejercer el secretoma de las
formas infectantes del parasito para acondicionar a las células antes de ser
parasitadas in vivo. Segin Garcia Silva y colaboradores, si el papel de las VEs
es el de facilitar la entrada de los parasitos a las células, no seria necesario que
el efecto de los mismos se mantenga en el tiempo, ya que, una vez alcanzada
la infeccion, los mismos parasitos inducirian el estimulo suficiente para
continuar con el proceso infeccioso (Garcia Silva et al., 2014b).

En concordancia con lo expuesto por los autores anteriores, se podria
postular que la liberacion de las VEs por parte de las formas del parasito
durante el proceso de interaccion parasito:célula se incrementa durante el
tiempo de adhesion y reconocimiento de la célula por parte del parésito y que
dicha estimulacion para la liberacion de las VEs sucederia tanto en las formas
tripomastigotas como en las células que estan siendo infectadas (Ramirez et
al., 2016). Asi, las exovesiculas ejercerian su accion de una forma directa
sobre la célula con la que el parasito interactia asi como en las células vecinas
mediante una accién de tipo paracrina, para asi crear los nichos tisulares de
infeccion por 7. cruzi descritos en las infecciones por el parasito (Lewis et al.,
2015).

En el ano 1990, Castanys y colaboradores describieron un incremento
en la secrecion de una glicoproteina producida por las formas metaciclicas
(TcPP64) que intervenia en el proceso de entrada del parasito en la célula

cuando estas formas interaccionaban con la membrana celular o con lectinas
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como la lectina de germen de trigo (WGL), capaz de aglutinar la N-acetil-D-
glucosamina (Castanys et al., 1990). Posiblemente, un mecanismo similar de
interaccion membrana celular/membrana flagelar induzca el estrés necesario
tanto en la célula como en el parasito para estimular la liberacion de
exovesiculas por parte de ambos, el parasito y la célula hospedadora
(Castanys et al., 1990). Curiosamente y como ha sido descrito por otros
autores, las exovesiculas del parasito son capaces de fusionarse de forma
metabolicamente activa, con las exovesiculas procedentes de la célula y asi
permitir la transferencia de componentes de las vesiculas del parasito a las
propias VEs de las células del hospedador y potenciar el acondicionamiento
de nuevos tejidos, evitando el reconocimiento antigénico de las VEs del
parasito por parte del sistema inmune del hospedador y a su vez generar los
efectos de las VEs del parasito en las células por parte de las VEs “hibridas”
(Ramirez et al., 2016).

A pesar de que con el tiempo se ha caracterizado mejor el contenido
de las exovesiculas de 7. cruzi y con esto, el vertido del contenido al interior
celular (al menos de forma teorica), existen pocos trabajos sobre la interaccion
de las VEs parasitarias con las células y aun menos estudios sobre las posibles
alteraciones que ejercen sobre la célula receptora. Trocoli Torrecilhas y
colaboradores (2009) comprobaron que las VEs contactan y se fusionan con
las membranas celulares, permitiendo la entrada de estas vesiculas (y su
contenido) al citoplasma celular. Estos autores, al hacer interaccionar VEs del
parasito marcados fluorescentemente con células de mamiferos, observaron
fluorescencia en los citoplasmas entre los 5 y 15 minutos de la adicion de las
VEs de T. cruzi tefiidas (Trocoli Torrecilhas et al., 2009). De igual forma y
empleando un ensayo de hibridacion fluorescente in situ, Garcia Silva y
colaboradores emplearon dosis muy bajas de VEs (160 ng/mL) para evitar el
exceso de fluorescencia en el citoplasma celular y observaron que las
vesiculas son internalizadas por las células (Garcia Silva et al., 2014a). En

este mismo estudio, los autores determinaron que a los 30 minutos de
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incubacion de las VEs con las células aparecia una fluorescencia difusa en la
célula, la cual se tornaria en un patrén granular a las 2 horas de incubacion, lo
que comprueba la interaccion de las VEs con las membranas celulares y el
vertido y acumulacion de su contenido a nivel citoplasmatico. Previamente,
Cestari y colaboradores describieron que la incubacion de las células durante
30 minutos con las VEs procedentes de tripomastigotes de la cepa Sylvio
X10/6 (DTU 1) era capaces de inducir un incremento en los porcentajes de
parasitacion (Cestari et al., 2012) comparable al observado en los
experimentos realizados en esta Tesis Doctoral. En el presente trabajo y con
base en estos estudios previos se fijo un tiempo de incubacion de las VEs con
las células de 2 horas para realizar los experimentos relativos a la infeccion y
los llevados a cabo sobre las alteraciones fisiologicas celulares inducidas por
las VEs del parasito. Sin embargo, algunos de los efectos de las VEs en las
células se observaron desde los 5 minutos de interaccion VEs:célula, como se
describira mas adelante. Esto significa que las condiciones de incubacion y la
concentracion de las VEs a emplear, asi como el tiempo de incubaciéon va a
depender de los diferentes grupos de investigacion interesados en el tema y no
necesariamente corresponden con las condiciones naturales de la infeccion
por las formas tripomastigotas del parasito.

El proceso de invasion celular de 7. cruzi ha sido ampliamente
estudiado. A la fecha, se conocen algunos de los mecanismos implicados en el
acondicionamiento de la célula hospedadora para inducir la endocitosis de los
tripomastigotes en células no fagociticas y se sabe que en dicho proceso
participan tanto mecanismos especificos del parasito como de la célula (Hall
et al., 1991; Osuna et al., 1993; Rosestolato et al., 2002; Ferreira et al., 2006;
de Souza et al., 2010; Watanabe Costa et al., 2016). Entre los mecanismos
ejercidos por el parésito que facilitan su entrada a las células se encuentra la
liberacion de las VEs capaces de favorecer la parasitacion, con el consecuente
aumento de la carga parasitaria, como ha sido comentado (Trocoli Torrecilhas

et al., 2009; Ramirez et al., 2016; Lovo Martins et al., 2018; Retana Moreira
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et al., 2019). Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral evidencian
porcentajes de infeccion 3.5 veces mayores en células Vero, no fagociticas,
pre incubadas con VEs del parasito, con respecto a células infectadas con las
formas tripomastigotas sin la incubacion previa con las VEs. De igual forma,
los cultivos pre incubados con las VEs del parasito mostraron indices de
parasitacion (numero de parasitos/célula) que duplicaron los indices de
parasitacion de las células infectadas sin pre incubar con las VEs, resultados
que concuerdan con los obtenidos por Trocoli Torrecilhas y colaboradores,
donde describen que los tripomastigotes de 7. cruzi de la cepa Y fueron
capaces de invadir 5 veces mas células cuando estas fueron incubadas con las
VEs del parasito (Trocoli Torrecilhas et al., 2009).

La produccion de VEs por parte de células en el proceso de infeccion
fue descrito en por Cestari y colaboradores en células linfoides (Cestari et al.,
2012). Estos autores describieron una estimulacion en la produccion de VEs
por parte de las células THP-1 (una linea celular de monocitos) al incubar las
células con las formas infectantes de la cepa Silvio X10/6, comprobando que
las VEs secretadas por estas células también fueron capaces de incrementar la
invasion celular de 7. cruzi. La posible explicacion de este fendmeno viene
dada por la produccion simultanea de VEs por las células en presencia de las
formas tripomastigotas del parasito y por la fusion de las VEs de las células
con las vesiculas del parasito comentada anteriormente (Ramirez et al., 2016),
lo que supondria el transporte de componentes de superficie de las VEs del
parasito en las exovesiculas “hibridas” resultantes de la fusion y llevaria a una
accion a nivel celular similar a la de las VEs del parasito sobre las nuevas
células con las que interaccionan, al transportar los componentes de las
exovesiculas propias del parasito y que podrian corresponder con algunas de
las enzimas especificas del parasito como se comentara mas adelante.

Como parte de los resultados publicados de esta Tesis (Retana
Moreira et al., 2019) y con base en la cinética dosis/efecto de parasitacion

obtenida, se puede afirmar que el incremento en los porcentajes de
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parasitacion es dosis dependiente y especifica para Trypanosoma cruzi y es
independiente de la DTU empleada, ya que el incremento en la parasitacion
ocurrio tanto al infectar las células con la cepa Pan4 (Tc la + 1d) como con la
cepa 4162 (Tc IV), resultados que también concuerdan con lo observado por
Cestari y colaboradores, quienes indicaron que el incremento en la invasion
celular es dependiente de dosis y no especifica de la cepa del parasito ni de la
linea celular empleada (Cestari et al., 2012). Cuando se emplearon VEs de
otro tripanosomatido (Crithidia mellificae) o de una linea celular de raton
(NIH/3T3) en vez de las VEs de los tripanomastigotes de 7. cruzi y se
infectaron las células con tripomastigotes de la cepa Pan4, no se observo el
aumento en las tasas de parasitacion obtenido previamente, lo que indicaria
que el efecto es especifico e involucra alguno de los componentes que portan
las VEs de T. cruzi y que no se debe a un efecto fisicoquimico producto de las
posibles alteraciones de la funcionalidad de la membrana celular tras la fusion
de las particulas lipidicas que constituyen las VEs, ni de los componentes que
llevan las VEs de las células o de C. mellificae.

De igual manera, el efecto de las VEs de los tripomastigotes sobre la
parasitacion de las células debe ser considerado especifico para la entrada de
T. cruzi, dado que las células pre incubadas con las VEs de las formas
tripomastigotas e infectadas con otro protozoo de desarrollo intracelular
obligado (Toxoplasma gondii) generd un ligero incremento en los porcentajes
de células parasitadas, el cual no resulté estadisticamente significativo al
compararlo con las células control sin pre incubar con las VEs de T. cruzi e
infectadas con los taquizoitos de 7. gondii. Esto confirmaria que el
mecanismo de entrada a la célula que emplea este protozoo es diferente al que
emplea 7. cruzi. De hecho, la invasion de 7. gondii esta acompanada de la
secrecion sucesiva de una serie de proteinas provenientes de diferentes
organulos submicroscopicos del taquizoito. Asi, cuando los taquizoitos
contactan con la célula, los micronemas secretan proteinas que facilitan la

adhesion, las roptrias liberan proteinas que contribuyen con la formacion de la
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vacuola y los granulos densos secretan proteinas que participan en la
modificacion del compartimiento intracelular donde se ubicara el parasito
(Hékansson et al., 2001). Ademas, la entrada parece depender de los
movimientos de “gliding” generados por la miosina y los filamentos de actina
del protozoo (Wetzel et al., 2003). De hecho, el silenciamiento del gen que
codifica para la miosina del parasito (TgMyoA) da como resultado la
inmovilidad del protozoo y la incapacidad de invadir las células (Meissner et
al., 2002). Por el contrario, no se han observado cambios perceptibles en el
citoesqueleto de la célula durante el proceso de invasion, por lo que el
citoesqueleto celular parece no ser esencial en el proceso de entrada de
Toxoplasma gondii en la célula (Hiroshi Morisaki et al., 1995), a diferencia de
lo que ocurre en 7. cruzi donde el tratamiento de las células con citocalasina B
y la subsecuente despolimerizacion de los filamentos de actina inhibe la
entrada de los tripomastigotes al citoplasma celular (Santos Barrias et al.,
2013).

Se debe considerar que durante el proceso de interaccion de las VEs
del parasito con la membrana plasmatica de la célula sucede una primera fase
de reconocimiento y contacto VEs:célula, a través de la cual las VEs
parasitarias se unen a receptores de la membrana plasmatica, permitiendo de
este modo la interaccion membrana-membrana para Ssu posterior
internalizacion al citoplasma celular. Se podria suponer que el reconocimiento
de los aztcares existentes en el glicocalix de la célula por parte de las VEs o
de los azlicares que recubren la exovesiculas juega un papel importante en la
interaccion VEs:célula, mediante un mecanismo de reconocimiento y union
por lectinas. En los resultados de esta Tesis Doctoral, el tratamiento de las
VEs con peryodato de sodio, capaz de oxidar los azucares del glicocalix de la
vesicula, redujo las tasas de infeccion celular a niveles comparables al de las
células control no incubadas con las VEs del parasito. En experimentos
previos de nuestro grupo de investigacion (no presentados en esta Tesis), se

comprobd que la interaccion VEs:célula es un proceso metabdlicamente
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activo dependiente de temperatura, dado que cuando la interaccion se realizo a
4°C y tras eliminar las VEs mediante lavados, las tasas de infeccion en las
células pre incubadas con las VEs permanecieron similares a las células
control no incubadas con las VEs, de lo que se deduce que, ademas del
reconocimiento y union por lectinas deben existir otros mecanismos
moleculares dependientes de temperatura, como los procesos mediados por
enzimas. Por esta razon, se realizaron una serie de tratamientos que pudiesen
confirmar la participacion de dichos procesos. Asi, después del tratamiento
térmico de las VEs a temperaturas de 50°C, 70°C y 90°C durante 30 minutos
y su posterior interaccion con las células, no se observo el incremento en las
tasas de parasitacion descritos previamente, quizas porque el tratamiento
térmico generd una posible inactivacion enzimatica en las VEs. Como cabia
esperar tras el tratamiento térmico, se obtuvieron tasas de parasitacion
similares entre las células incubadas con las VEs sometidas a los tratamientos
térmicos y los cultivos sin incubar con las VEs del parésito, lo que
confirmaria la existencia de enzimas presentes en las VEs, posiblemente
involucradas en el proceso de acondicionamiento celular para la entrada del
parasito. Un resultado similar de inactivacion de los efectos de las VEs sobre
los porcentajes de parasitacion se obtuvo cuando las vesiculas se trataron con
proteasas.

Durante los procesos de adhesion e invasion de los tripomastigotes en
las células participan un serie de moléculas glicosiladas (glicoproteinas y
glicolipidos) presentes en la superficie de las formas tripomastigotas del
parasito, entre ellas las mucinas, las trans-sialidasas, las MASPs y la familia
de proteinas gp85 (de Souza et al., 2010). Muchas de estas proteinas
glicosiladas han sido detectadas en los analisis protedmicos realizados en las
muestras de VEs de 7. cruzi (Bayer Santos et al., 2013; Brossas et al., 2017) y
en los analisis protedmicos expuestos en los resultados de esta Tesis Doctoral.
Dentro de estas proteinas se encuadran algunas con gran importancia

bioldgica para el parasito, como las trans-sialidasas TS/SAPA, Tc85, gp82,
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gp90, CRP (Frasch, 2000), la cistein proteasa cruzipaina (Parodi et al., 1995),
la metaloproteasa gp63, las MASPs (de Pablos & Osuna, 2012), asi como
mucinas (Buscaglia et al., 2004). Dado que algunas de estas glicoproteinas se
encuentran también en las VEs, podrian ser responsables de la union
especifica a la membrana plasmatica celular, lo que explicaria la inhibicion
del efecto potenciador de la parasitacion al ser reducidos los carbohidratos de
las mismas por el tratamiento con peryodato de sodio. Por otra parte, algunas
de estas glicoproteinas tienen actividades enzimaticas esenciales para la
interaccion de los tripomastigotes infectantes con las células en el proceso de
invasion y posiblemente en la interaccion de las VEs con la membrana
plasmatica, siendo quizds responsables de los efectos observados. La
cruzipaina gp57/51 de T. cruzi es una glicoproteina descrita por Cazzuloy
colaboradores en 1990, la cual tiene actividad cistein proteasa y participa en la
interaccién entre los tripomastigotes con las células al actuar sobre el
kinindégeno y generar moléculas de kinina, reconocidas por los receptores
celulares de bradikinina B2 (Cazzulo et al., 1990), lo que conlleva a la entrada
de calcio mediada por IP3 (Andrade et al., 2012; Maeda et al., 2014). La
glicoproteina gp63, perteneciente al complejo de las metaloproteasas de zinc
(Cuevas et al., 2003), aparece unida a las membranas del parasito y
posiblemente en las de las VEs mediante un anclaje GPI, participando en la
unioén e invasion del parésito a las células. Lo mismo debe ocurrir con otras
glicoproteinas de superficie presentes en las VEs como las mucinas y las
MASPs (de Pablos et al., 2011). Las trans-sialidasas, presentes tanto en la
membrana de los tripomastigotes como de las VEs, constituyen las proteinas
mas abundantes en las VEs y aparecen ancladas de igual manera mediante
dominios GPI (Schenkman et al., 1992). Como ha sido comentado, estas
enzimas transfieren a-2,3-sidlico de los glicoconjugados de la célula
hospedadora, uniéndolo a los residuos de P-galactosa de las mucinas del
parasito, facilitando con ello su adhesion a la membrana celular (Buscaglia et

al., 2006; Yoshida, 2006) y siendo posiblemente uno de los grupos de enzimas
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responsables en los fendmenos que llevan a cabo las VEs de los
tripomastigotes sobre las células. La Tc85 es el miembro mejor estudiado
dentro de este grupo de proteinas (Marroquin Quelopana et al., 2004), una
familia proteica con 1430 genes (El Sayed et al., 2005) que comprende
proteinas con pesos moleculares entre los 60 y mas de 200 kDa.

En el presente trabajo de Tesis, al realizar la comparacion protedmica
del contenido de las VEs de los tripomastigotes y los epimastigotes de la cepa
Pan4 se obtuvo una mayor cantidad de trams-sialidasas en las VEs de los
tripomastigotes. De hecho, se identificaron 121 frans-sialidasas pertenecientes
a los ocho grupos, lo que constituye el 22% frente al 7% en las VEs de los
epimastigotes, donde se identificaron 33 proteinas pertenecientes solamente al
grupo II segin la clasificacion propuesta por Freitasy colaboradores en 2011
(Freitas et al., 2011). Otras investigaciones donde se ha analizado el contenido
proteico del cargo de las VEs de 7. cruzi han sido publicadas en los ultimos
afnos (Bayer Santos et al., 2013; Ribeiro et al., 2018). En la primera de ellas se
llevo a cabo un estudio comparativo entre las diferentes vesiculas secretadas
por los epimastigotes y los tripomastigotes metaciclicos, identificandose un
total de 345 proteinas secretadas por las formas epimastigotas y 265 proteinas
secretadas por las formas metaciclicas, compartiéndose 243 proteinas entre las
VEs de ambas formas del parésito. En esta Tesis, los resultados obtenidos
evidencian la presencia de un niimero similar de proteinas comunes entre las
VEs de epimastigotes y las de los tripomastigotes derivados de cultivo celular
(274 proteinas) pero, a diferencia de lo previamente publicado, el analisis de
las VEs de los tripomastigotes indica que se supera el numero de proteinas
identificadas previamente en las VEs de los tripomastigotes (528 proteinas
frente a 415 proteinas), diferencias que podrian deberse a que no ha sido
empleado el mismo protocolo de aislamiento y purificacion de las
exovesiculas ni el mismo medio de cultivo para la obtencion de las VEs de las
formas epimastigotas, lo cual podria influenciar tanto los niveles de

produccion de las VEs como el contenido de las mismas. Por otra parte, en el
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caso de los resultados presentados en esta Tesis, las formas de infeccion de
células usadas en la liberacion de las VEs fueron tripomastigotes derivados de
cultivo celular, formas ‘“sanguineas”, mientras que Bayer Santos y
colaboradores en 2013 emplearon tripomastigotes metaciclicos (Bayer Santos
et al., 2013). Diferencias en los andlisis entre vesiculas de ambos tipos de
tripomastigotes ya fueron descritas por Brunoro y colaboradores en 2015
(Brunoro et al., 2015). Ademas, es importante tomar en cuenta las cepas del
parasito empleadas a la hora de realizar los estudios comparativos del nimero
de proteinas incluidas en las VEs. Asi, Ribeiro y colaboradores (2018)
confirmaron las diferencias en el cargo de trans-sialidasas y glicoproteinas
tipo mucina en las VEs de los tripomastigotes la cepa YuYu (DTU I), en
comparacion con los de la cepa Y (DTU II) y sugieren que las diferencias
cualitativas y cuantitativas en las proteinas de las VEs de diferentes cepas
podrian correlacionarse con la infectividad y virulencia a la hora de realizar la
interaccion hospedador-parasito.

Se ha descrito que la infeccion de algunos tipos de virus conduce a un
mecanismo de permeabilizacion celular, donde la membrana de la célula que
esta siendo infectada permite la entrada de macromoléculas, algunas de ellas
de elevado peso molecular como la a-sarcina, toxina de 16.8 kDa (Fernandez
Puentes, 1983; Muioz et al., 1985; Otero & Carrasco, 1987). La a-sarcina es
una ribonucleasa secretada por Aspergillus giganteus, capaz de inhibir la
sintesis de proteinas de las células eucariotas al cortar cataliticamente un
enlace fosfodiéster en un motivo bien definido dentro de la estructura de
rRNA de la subunidad mayor del ribosoma, lo cual lo hace irreconocible ante
los factores de elongacion y con esto se bloquea la sintesis proteica
(Narayanan et al., 2005). A diferencia de otras toxinas que afectan la sintesis
de proteinas como es el caso de la toxina diftérica (Cieplak et al., 1987), la a-
sarcina carece de un receptor de membrana que promueva su internalizacion
via endocitosis (Mufloz et al., 1985; Olmo et al., 2001). Durante el proceso de

permeabilizacion inducido por los virus, se requiere de la participacion del
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enzima fosfolipasa C presente en la membrana plasmatica (Otero & Carrasco,
1988). Dicha enzima ha sido encontrada en la membrana de las formas
tripomastigotas (Norris & Schrimpf, 1994; Furuya et al., 2000), aunque no ha
sido identificada en los analisis proteémicos de las exovesiculas del parasito
(Bayer Santos et al., 2013; Brossas et al., 2017). La fosfolipasa C ha sido
considerada como un factor de virulencia de 7. cruzi (Belaunzaran et al.,
2013), relacionado con la activacion de las trans-sialidasas (Rosenberg et al.,
1991), enzimas antes mencionadas como muy abundantes en los analisis
protedmicos de las VEs y consideradas también como uno de los factores de
virulencia de T. cruzi. La fosfolipasa C escindiria los fosfolipidos justo antes
del grupo fosfato, lo que le permitiria a la a-sarcina ligarse a los lipidos,
permitiendo su captacion por la célula a través de los endosomas acidos
(Ofiaderra et al., 1998; Alford et al., 2009).

El tnico trabajo acerca de la permeabilizacion celular ejercida por 7.
cruzi es el de Castanys y colaboradores en 1990, donde los autores
encontraron que las formas metaciclicas del pardsito secretan una
glicoproteina capaz de favorecer la permeabilizacion celular, facilitando la
entrada de macromoléculas como la a-sarcina. Los resultados presentados en
esta Tesis Doctoral demuestran que las VEs de tripomastigotes también son
capaces de permeabilizar las lineas celulares Vero asi como a las células de
origen cardiomiocitico HL-1. El estudio de viabilidad celular mediante azul
tripan en los cultivos de células incubados con la a-sarcina mostraron niveles
de mortalidad del 16.90 + 4.11% a las 24 horas, similar al de las células
incubadas solo con las VEs, las cuales presentaron una mortalidad de 17.23 +
7.70%. Estos porcentajes fueron similares a los de los cultivos control no
incubados con las VEs ni con la toxina (15.56 + 7.67%). Sin embargo, cuando
las células fueron incubadas con la toxina después de la incubacion con las
VEs o de forma simultanea, es decir , células incubadas con las VEs y la a-
sarcina simultaneamente, se obtuvieron porcentajes de mortalidad de 82.00 +

10.17 y 76.10 + 6.81%, respectivamente. Al realizar la confirmacion de los
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resultados utilizando para el ensayo de viabilidad celular MTT, los
porcentajes de mortalidad fueron 62.64% en el caso de las células
previamente incubadas con VEs y 9.90% en el caso de las células incubadas
solamente con la o sarcina. Esto confirmaria que, a pesar de no poseer
receptor en la membrana, la a-sarcina fue capaz de acceder al citoplasma
celular y matar a las células por inhibicion en la sintesis proteica a las 24 post
tratamiento y que el acceso de la toxina a las células se produjo por la
permeabilizacion de la membrana celular generada por las VEs del parésito.
Con el fin de comprobar este proceso de permeabilizacion en un
modelo celular mas especifico, se realizaron experimentos empleandose la
linea celular HL-1, una linea de células procedente de cardiomiocitos de
raton, células que al menos tedricamente se ven afectadas por los efectos
patologicos de la enfermedad de Chagas. Los cardiomiocitos fueron
incubados con las VEs de T. cruzi y se evalu6 la posible permeabilizacion de
las membranas mediante el uso de un anticuerpo monoclonal frente a un
epitopo de la region intracitoplasmatica del receptor [2-adrenérgico,
localizado entre los aminoacidos 340-413 de la secuencia. Este receptor es
miembro de la superfamilia de receptores acoplados a proteina G, los cuales
estan asociados directamente a uno de sus efectores finales, el canal de calcio
(V) 1.2. En estos experimentos se observo fluorescencia en el citoplasma de
las células previamente incubadas con VEs y no en las células control no
incubadas con las VEs empleadas como control negativo. Los cultivos sin
incubar con las VEs solamente mostraron fluorescencia cuando se
permeabilizaron con el detergente NP-40 (control positivo), mientras que en
las células no permeabilizadas el anticuerpo no fue capaz de unirse al epitopo
ya que no se encontraba accesible a las IgGs. Esta permeabilizacion podria ser
el resultado de cambios en la membrana celular que permiten la entrada
directa de la toxina y los anticuerpos al citoplasma o pudo haber sucedido tras
una desorganizacion transitoria de la membrana, capaz de exponer antigenos

presentes en el interior de la célula.
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La presencia de autoanticuerpos dirigidos contra los receptores [-
adrenérgicos en el suero de pacientes chagasicos ha sido descrita en la
patologia de la enfermedad cardiaca chagasica, relaciondndose con la elevada
frecuencia de los bloqueos auriculoventriculares que muestra los enfermos
cronicos cardiacos (Sterin Borda et al., 1982; Borda et al., 1984; Pascual et
al., 1986; Escobar et al., 2006). El origen de la aparicion de estos
autoanticuerpos podria deberse a la exposicion de los epitopos citoplasmaticos
de estos receptores posterior a la permeabilizacion de la membrana y ocultos
al sistema inmune durante la maduraciéon inmunoldgica, aunque algunos
autores han relacionado su presencia con el reconocimiento de partes
expuestas en la membrana debido a una reaccion cruzada con las proteinas
ribosomales acidicas del parasito PO (Labovsky et al., 2007). Quizas sea
necesario plantear estudios sobre el reconocimiento de los epitopos
citoplasmaticos del receptor B-adrenérgico por parte de autoanticuerpos, con
el fin de confirmar la hipotesis de que la permeabilizacién de las células
cardiacas por las VEs del parasito podria llevar a la exposicion de esta region
del receptor al sistema inmune y promover la produccién de autoanticuerpos.

Como ha sido comentado anteriormente, los procesos de
reconocimiento e invasion de los tripomastigotes a la célula hospedadora
involucran una serie de moléculas presentes en la superficie de ambos, el
parasito y la célula, con el fin de llevar a cabo mecanismos tipicos de
reconocimiento receptor-ligando que permitan la adhesion y la inducciéon de
los procesos de endocitosis que facilitan la entrada del parasito al interior de
la célula. Entre estos eventos se encuentran la elevacion de los niveles de
calcio intracelular, debido a la movilizacion de estos iones desde los depositos
intracelulares del cation (como el reticulo endoplasmatico y la mitocondria)
(Osuna et al., 1990; Docampo & Moreno, 1996; Burleigh & Andrews, 1998;
Garzoni et al., 2003; Yoshida, 2006) o por medio de la activacion de las
bombas y canales de calcio que facilitan la entrada del cation desde el exterior

celular. Este incremento en los niveles intracelulares de calcio conlleva a un
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incremento de los niveles celulares de AMPc (Rodriguez et al., 1999), lo que
a su vez facilita la liberacion de las VEs tanto por parte de la célula como
posiblemente en el parasito y su posterior fusion con la membrana plasmatica
(Glebov et al.,, 2015). En los resultados presentados en esta Tesis, la
interaccion de las VEs de las formas tripomastigotas de 7. cruzi con las
células indujo en las mismas un incremento en los niveles de calcio
citoplasmatico desde los primeros 5 minutos de incubaciéon, en cultivos
mantenidos en medios con y sin calcio (Figura 4.9). El patron de fluorescencia
observado se asemeja a los controles de células incubadas con el ion6foro de
calcio A23187 (Williams & Fay, 1990), compuesto que permite la entrada
masiva de calcio a las células desde el medio extracelular y con IBMX,
compuesto empleado como control de la movilizaciéon de calcio desde los
depositos intracelulares (Ratto et al., 1988). Algunas de las proteinas con
actividad enzimatica presentes en las VEs podrian desencadenar sefiales que
aumenten la concentracion de calcio intracelular al interaccionar con las
membranas celulares, mediante la participacion directa o indirecta del IP3,
segundo mensajero que induce la salida de calcio desde el reticulo
endoplasmatico (Mikoshiba, 2007). La fosfolipasa A2 (Peppelenbosch et al.,
1992), detectada en el “cargo” de las VEs y la fosfolipasa C (Thompson &
Shuttleworth, 2011), presente en las membranas del parasito, también podrian
estar involucradas en esa movilizacion de calcio. Por otra parte, se ha descrito
que las formas tripomastigotas secretan un factor de estructura desconocida,
capaz de provocar una movilizacion de calcio mediada por IP3 (Rodriguez et
al., 1995) y ser responsable de la activacion de otra enzima citoplasmatica
presente en los tripomastigotes, la oligopeptidasa B. La OPB, una hidrolasa de
serina que activa a un agonista de calcio que podria ser exportado y
reconocido por algtn receptor de la célula blanco, seguido de la activacion de
la PLC y la produccion de IP3 (Caler et al., 1998). De manera similar, la
denominada TSSA, una proteina polimorfica tipo mucina que se une a la

célula blanco y esta union desencadena mecanismos de sefalizacion
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intracelular mediados por calcio (Canepa et al., 2012) también es parte del
contenido de las VEs (Bayer Santos et al., 2013). TcSMP es otra familia de
proteinas glicosiladas capaces de incrementar la concentracion de calcio
intracelular cuando son reconocidas por la célula y estan presentes tanto en
tripomastigotes como en las VEs secretadas por los mismos (Martins et al.,
2015).

Uno de los efectos del incremento de calcio a nivel celular es la
induccion de la distribucion asimétrica de los fosfolipidos en la membrana
plasmatica por la activacion de las enzimas escramblasa y flopasa, por lo que
los fosfolipidos fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina de la bicapa lipidica
quedan expuestos en la cara externa de la membrana y contribuyen a la
liberacion de exovesiculas (Yafiez Mo et al., 2015) debido a la activacion de
proteasas dependientes de calcio como las calpainas (Farzamfar et al., 2019).
La exposicion de los fosfolipidos anidnicos al contacto con las VEs favorece
las propiedades fusogénicas de las mismas, lo cual constituye un prerrequisito
para la liberacion del contenido de las vesiculas al interior celular. Esto podria
significar que los altos niveles de calcio intracelular y los cambios en la
distribucion de los fosfolipidos podrian explicar la permeabilizacion en la
membrana celular después del tratamiento con las VEs de 7. cruzi, donde se
permitio la entrada de la toxina de aproximadamente 17 kDa. Ademas, los
aumentos en los niveles de calcio intracelular podrian desencadenar una
mayor liberacion de VEs en las células expuestas al parasito (Pap et al., 2009;
Cestari et al., 2012; Wyllie & Ramirez., 2017), ya que se ha visto que el calcio
provoca una respuesta fuerte de liberacion de VEs en otras lineas celulares
(Savina et al., 2003; Emmanouilidou et al., 2010).

Los iones de calcio también contribuyen con la reorganizacion del
citoesqueleto, indirectamente a través de la activacion de determinadas
proteinas citoplasmaticas como la calpaina y gelsolina o directamente
mediante las proteinas reguladoras del citoesqueleto dependientes de Ca**

como la miosina Il y la L-plastina (Babich & Burkhardt, 2013). La calpaina y
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gelsolina son las encargadas de cortar la red de proteinas del citoesqueleto de
actina, lo que permite la formacion de yemas en la membrana celular y la
eliminacion de las proteinas del “capping” al final de los filamentos de actina
(Gremm & Wegner, 2000; Piccin et al., 2007).

La funcionalidad del citoesqueleto celular en el proceso de invasion
de los tripomastigotes ha sido ampliamente estudiada y mediante el empleo de
sustancias como citocalasina B y latrunculina, se ha demostrado que ocurre
una disrupcion de los filamentos de actina y vimentina al momento de la
invasion celular con tripomastigotes (Low et al., 1992; Carvalho et al., 1999).
Estos farmacos son capaces de alterar la estructura y funciones del
citoesqueleto y con esto la entrada del parasito en células no fagociticas
(Osuna et al., 1993; Rosestolato et al., 2002; Woolsey & Burleigh, 2004), a
diferencia de lo anteriormente comentando para 7. gondii, donde el
citoesqueleto celular no parece participar en el proceso de entrada del parasito
a la célula. También, ha sido descrito que el aumento de Ca®" intracelular
conduce a una reorganizacion rapida y transitoria de los microfilamentos de la
célula hospedadora, entre los que se encuentra la despolimerizacion del
citoesqueleto de actina, necesaria durante el proceso de entrada de las formas
tripomastigotas a la célula hospedadora (Dorta et al., 1995; Rodriguez et al.,
1996; Martins et al., 2011).

Estudiando los cambios en la expresion génica causada por las VEs
de las formas epimastigotas de la cepa DM28c de 7. cruzi en células de
mamiferos, Garcia Silva y colaboradores (2014b) observaron variaciones en el
perfil del transcriptoma de las células al ser incubadas con las VEs del
parasito, especialmente en la expresion de proteinas que forman parte del
citoesqueleto y la matriz extracelular (Garcia Silva et al., 2014b). De hecho, la
regulacion del citoesqueleto de actina de las células es una de las vias
identificadas que se afectan por la incubacion con las VEs (Garcia Silva et al.,
2014b). Al observar los resultados de los experimentos de movilizacion de

calcio en esta Tesis y ver que desde los primeros 5 minutos ocurre un aumento
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en la fluorescencia en el citoplasma de las células Vero incubadas con las
VEs, se podria sospechar que la movilizacion de calcio podria afectar
directamente al citoesqueleto de actina, como ocurre cuando el parasito
empieza a invadir la célula. El estudio del efecto de las VEs de 7. cruzi sobre
los filamentos de actina evidencid una clara despolimerizacion desde el
primer tiempo de la observacion (15 minutos) de incubadas las células con las
VEs, efecto que se mantuvo en el tiempo hasta las 2 horas de iniciada la
incubacion. Por otra parte, se observo que la despolimerizacion de la actina es
reversible, ya que a las 24 horas de incubacion de las células con las VEs ya
no se observa (Figuras 4.10.1, 4.10.2 y 4.10.3). El estudio de la distribucion y
apariencia de la vimentina mostré una concentraciéon de la misma bajo la
apariencia de una masa fibrilar en las areas donde la actina se encontraba
despolimerizada (actina G) y una apariencia difusa en las areas donde estaba
polimerizada como filamentos (actina F). Esta proteina es una de las proteinas
mayoritarias del citoesqueleto, forma parte de los filamentos intermedios,
ancla y sostiene organulos citosolicos como el ntcleo o el aparato de Golgi y
ademas podria estar implicada en los movimientos de los lisosomas hacia la
parte de la membrana celular donde invade el parasito (Babich & Burkhardt,
2013; Walker et al., 2014; Borges et al., 2016).

Ferreira y colaboradores (2006) encontraron que diferentes cepas de
tripomastigotes metaciclicos de 7. cruzi son capaces de invadir las células
hospedadoras a través de mecanismos dependientes e independientes del
citoesqueleto de actina. Por ejemplo, la invasion celular por las formas
metaciclicas de la cepa CL, mediada principalmente por la molécula de
superficie gp82, estd asociada con el “desensamblaje” de la actina F, mientras
que la invasion de la cepa G, mediada por gp35/50, depende al parecer, del
reclutamiento de la actina de la célula (Cortez et al., 2006; Ferreira et al.,
2006). Esto significa que el comportamiento de los filamentos de actina va a

depender de las moléculas de superficie a través de las cuales se asocia el
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parasito con la membrana de la célula, desencadenandose diferentes vias de
transduccion de sefiales.

Las alteraciones en el citoesqueleto también tienen un impacto en la
progresion del ciclo celular. Se conoce que la progresion del ciclo celular
estimulada por factores de crecimiento también depende del anclaje de la
célula a la matriz extracelular y de los cambios en la estructura del
citoesqueleto y forma de la célula dependientes de la matriz extra celular
(Assoian & Zhu, 1997). La participacion del citoesqueleto en el ciclo celular
y, por tanto, en la sintesis de macromoléculas por la célula fue descrita en
1995 por Iwig y colaboradores, quienes demostraron en células epiteliales
quiescentes que la disrupcion del citoesqueleto con citocalasina D producia
una inhibicién en la sintesis de DNA, RNA y proteinas y mantuvo a las
células en la fase G1 del ciclo, impidiendo que entraran en la fase S del ciclo
celular incluso al estimularlas con suero. Estos autores concluyeron que los
efectos sobre el ciclo celular y el anclaje de las células al sustrato eran
debidos, en parte, a la organizacion del citoesqueleto y que tanto la expresion
dependiente de adhesion de la ciclina D y la fosforilacion de la pRb estaban
mediadas por el citoesqueleto (Iwig et al., 1995). Del estudio de las
modificaciones fisioldgicas celulares inducidas al incubar células Vero con las
VEs de T. cruzi se demostrd una interrupcion del ciclo celular en las fases
GO0/G1 a las 8 horas después de la adicion de las VEs a las células. Aunque no
existen publicaciones sobre la relacion directa entre ciclo celular y la
parasitacion por 7. cruzi, se ha publicado informacion que demuestra que en
cultivos celulares infectados por 7. cruzi, las tasas de division celular son mas
bajas que en aquellos cultivos no infectados con el parasito (Meyer & de
Oliveira, 1942; Rubio, 1956; Dvorak & Hyde, 1973) y que los mismos se
infectan mas eficientemente con las formas tripomastigotas cuando las células
estan sincronizadas en la fase S del ciclo celular (Osuna et al., 1984). Esto
confirmaria la relacién de la invasion del parasito con la fase del ciclo celular

y que las VEs, al bloquear el ciclo en la fase GO/G1 de forma temporal,
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facilitarian la invasion de los tripomastigotes, favoreciendo el aumento en los
porcentajes de células infectadas ya comentado.

La interrupcion del ciclo celular en la fase GO0/G1 podria ser
consecuencia indirecta de la elevacion del calcio intracelular debido a la
interaccion de las VEs con las células, ya que este cation actia como un
segundo mensajero en el control del ciclo celular, ademas de que el complejo
calcio-calmodulina es responsable de la activacion del complejo relacionado
directamente con el ciclo celular CDK4/ciclina D1, encargado de regular la
fosforilacion de la proteina del retinoblastoma, inhibidora de la sintesis del
DNA (Takuwa et al., 1993). De hecho, la participacion de los altos niveles de
calcio en el bloqueo del ciclo celular ya fue descrito por Wu y colaboradores
(2006), quienes demostraron que la capsaicina, un compuesto natural con
propiedades anticancerosas (Mori et al., 2006), era capaz de bloquear el ciclo
celular en las fases GO/G1, efecto que fue revertido con BAPTA, un quelante
del calcio intracelular. Por otra parte, en el proceso de regulacion del ciclo
celular estan implicadas las redes de actina nucleadas por el complejo Arp2/3,
que participan en los eventos de sefializacion necesarios para la progresion del
ciclo celular en células no transformadas (Dang & Gautreau, 2012; Wu et al.,
2012). En este caso, Wu y colaboradores demostraron la incapacidad del
complejo Arp2/3 de actuar por si mismo como sensor para iniciar la fase S del
ciclo celular, como si ocurre con los filamentos de actina. Este complejo
molecular estd formado por siete subunidades, dos de las cuales estan
relacionadas con las proteinas Arp2 y Arp3 (Suraneni et al., 2012; Wu et al.,
2012). Asi, los filamentos de actina ramificados estan nucleados por el
complejo Arp2/3 y son necesarios para la progresion del ciclo celular, ya que
se ha demostrado que el uso de la citocalasina B en dosis muy bajas detiene el
ciclo celular en las fases GO/G1, mientras que los inhibidores que actian
sobre la polimerizacion de la tubulina detienen el ciclo celular en la fase
G2/M antes de la citocinesis (Maness & Walsh, 1982; Rubtsova et al., 1998;

Lohez et al., 2003). Por ultimo y retomando la importancia del calcio en la
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alteracion del ciclo, en el citoplasma celular existen una serie de “sensores de
calcio”, tales como la proteina STIMI1, una proteina transmembrana del
reticulo endoplasmatico que se activa por el descenso en los niveles de calcio
y estd implicada en la progresion hacia la mitosis. Posterior a su activacion, la
STIM1 interactia con una proteina de membrana plasmatica, la proteina
ORALII, capaz de activar los canales de calcio, permitiendo asi la entrada del
cation (Mukherjee & Brooks, 2014). Al parecer, las células que carecen de
esta proteina podrian tener una interrupcion del ciclo en las fases G0/G1, lo
cual indicaria que se requiere de esta proteina para que las células progresen
hacia la fase de sintesis de DNA (Sundivakkam et al., 2012).

La interrupcion del ciclo celular en las fases G0/G1 producido por las
VEs de T. cruzi también podria ser causado por la expresion del gen p21 que
codifica a una proteina inhibidora de la quinasa, la CDKN1A, capaz de inhibir
directamente la actividad de las enzimas de los complejos ciclina-CDK2 y
ciclina-CDK4, con la subsecuente disminucion de los niveles de proteina del
retinoblastoma fosforilada (pRb) (Guo et al., 2009). De los resultados
obtenidos se puedo evidenciar la fosforilacién de esta proteina desde los
primeros minutos de la interaccion de la célula con las VEs (Figura 4.11.2A).
Sin embargo, a los 60 minutos de iniciada la incubacion, los niveles de
fosforilacion de la proteina fueron similares a los de las células control no
incubadas con las VEs.

Otro de los efectos observados al incubar las células Vero con las VEs
de T. cruzi fue la generacion de un efector “protector” en las células frente a
apoptosis. Al emplear el agente antineoplasico y pro apoptdtico Taxol o
paclitaxel, un compuesto estabilizante de los microtibulos, se genera una
interrupcion del ciclo celular en la fase G2/M y la muerte celular por
apoptosis (Bacus et al., 2001). En los resultados presentados en la Figura 4.12
se demuestra que tanto el valor relativo de células en apoptosis temprana
como en apoptosis tardia es significativamente mas bajo en las células

incubadas con las VEs y tratadas con el farmaco con respecto al control de
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células tratadas solo con Taxol (0.1 pg/mL), antineoplasico capaz de inhibir la
replicacion de lineas celulares eucaridticas a concentraciones muy bajas e
inducir la fosforilacion de la proteina Bcl2, seguido de apoptosis en diferentes
lineas celulares (Yeung et al., 1999). Ademas, al tratar las células con una
concentracion mayor de Taxol (1 pg/mL), los valores relativos de apoptosis
temprana y de necrosis difirieron significativamente en ambos grupos, no asi
los valores de apoptosis tardia. Al probar la citotoxicidad del Taxol en lineas
celulares de cancer de mama, Yeung y colaboradores (1999) observaron que,
al emplear concentraciones bajas de Taxol, €ste estabiliza los microtibulos en
las fases G2/M y las células con el ciclo bloqueado en esa fase mueren por
apoptosis. Sin embargo, al emplear concentraciones mas altas de Taxol, se
estabilizan los microtiibulos independientemente de la fase del ciclo celular en
la que se encuentren las células y se inhibe la progresion del ciclo a la fase S,
lo que llevaria a la muerte celular por necrosis (Yeung et al., 1999). Esto
quizas explicaria los valores relativos mas altos de muerte celular por necrosis
en células tratadas con Taxol 1 ug/mL y evidenciaria también un efecto
protector de las VEs frente a la necrosis celular al emplearse la misma
concentracion del farmaco.

Como ha sido mencionado, el Taxol como agente antineoplasico es
capaz de inhibir la proliferacion celular e inducir la fosforilacion de la
proteina Bcl2, provocando la apoptosis (Yeung et al., 1999), ademas de
participar en la activacion de la proteinas de la via de la ERK como la p38
MAP quinasa (Bacus et al., 2001). La via MAPK/ERK (también conocida
como la via Ras-Raf-MEK-ERK) constituye un sistema de comunicacion de
sefiales que regula tanto la transcripcion como la transduccion, cuya sefial
comienza con la union de un receptor de la superficie celular a su ligando y
termina generandose una respuesta proteica que dar lugar a algin cambio en
la célula, como puede ser incluso la division celular.

El efecto protector de los exosomas frente a la apoptosis ya ha sido

comprobado in vitro (Sun et al., 2016; Crompot et al., 2017; Han & Rhee,
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2018). Sun y colaboradores (2016) demostraron que los exosomas de células
mesenquimales de cordon umbilical humano eran capaces de incrementar la
viabilidad celular inhibiendo la apoptosis, comprobando que se producia una
disminucioén de la expresion de las proteinas Bax, la caspasa 3 escindida y la
proteina PARP escindida, lo que llevaria a prevenir y/o proteger a las células
ovaricas de la muerte celular por apoptosis. En 2017, Crompot y
colaboradores describieron una disminucion de la apoptosis espontanea de
células leucémicas B, asi como un incremento en la quimioresistencia a
diferentes farmacos inductores de apoptosis, incluidas la fludarabina,
ibrutinib, idelalisib y el venetoclax, después de la incubacion durante 24 horas
con VEs de células de la médula 6sea (Crompot et al., 2017). Finalmente, en
2018, Han y colaboradores demostraron que exosomas derivados de células
de ovario de hamster (CHO) eran capaces de inhibir la apoptosis en esa
misma linea celular cuando se suplementaba el medio de cultivo con dichas
VEs. Estos mismos autores observaron que después del tratamiento con
factores pro apoptéticos como la estaurosporina, las células incubadas con los
exosomas mostraron una mayor actividad bioldgica y viabilidad con respecto
a las células no incubadas con los mismos (Han & Rhee, 2018).

Después de comprobar los efectos que las VEs de las formas
tripomastigotas de 7. cruzi ejercen sobre las células, entre ellos el aumento de
los niveles de Ca®" libre en el citoplasma, la interrupcion del ciclo celular en
las fases GO/Gl y los efectos a nivel de citoesqueleto, en particular la
despolimerizacion de los filamentos de actina, se quiso evaluar si entre dichos
efectos estarian involucradas las proteinas Rho-GTPasas. En otros modelos
biologicos ya ha sido comprobada la participacion de estas proteinas en la
reorganizacion del citoesqueleto, la progresion del ciclo celular y la
regulacion de la expresion génica, entre otros (Lorenzano Menna et al., 2010).
Las Rho GTPasas constituyen una familia dentro de la superfamilia de las
pequefias GTPasas (20-25 kDa) (Lorenzano Menna et al., 2010), relacionadas

con las proteinas Ras y presentes en todas las células eucaridticas (Jaffe &
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Hall, 2005) ya que se consideran conectores entre los receptores de membrana
y el citoesqueleto de actina (van den Broeke et al., 2014). En mamiferos se
han descrito 22 genes que codifican para estas proteinas: 3 isoformas de Rho
(A, By C), 3 isoformas de Rac (1, 2 y 3), Cdc42, RhoD, Rndl, Rnd2,
RhoE/Rnd3, RhoG, Tc10, TCL, RhoH/TTF, Chp, Wrchl, Rif, RhoBTBI,
RhoBTB2, Miro-1 y Miro-2 (Aspenstrom et al., 2004; Jaffe & Hall, 2005; van
den Broeke et al., 2014). Estas proteinas actian de forma similar a otras
GTPasas reguladoras, por lo que se les considera como “interruptores”
moleculares entre un estado activo unido a GTP y un estado inactivo unido a
GDP, actividad que es controlada por factores como los GEF (factores
intercambiadores de nucledtidos de guanina) que catalizan el intercambio del
GDP por GTP y asi activan el “switch”, proteinas GAP (proteinas activadoras
de las GTPasas) que estimulan la actividad intrinseca GTPasa e inactivan
dicho “switch” e inhibidores GDI (inhibidores de la disociacion de
nucledtidos de guanina) que parecen ser los encargados de bloquear la
activacion espontanea de las GTPasas (Jaffe & Hall, 2005). De tal modo, es
en la forma unida a GTP en la que dichas proteinas realizan su funcion
reguladora, a través de interacciones especificas con proteinas efectoras entre
las que se encuentran la serina/treonina quinasas, quinasas de lipidos, lipasas,
oxidasas y las proteinas estructurales (“scaffold proteins”) (Jaffe & Hall,
2005), como las del citoesqueleto celular.

Como ha sido descrito, la activacion de RhoA, Rac o Cdc42 lleva al
ensamblaje de los filamentos contractiles de actina/miosina, de los
lamelopodios y los filopodos protrusivos ricos en actina. De esta forma, cada
GTPasa controla vias de transduccion de sefales intracelulares que llevan a la
polimerizacion y la organizacion consiguiente de los filamentos de actina
(Jaffe & Hall, 2005). Ademas, las proteinas Rho, Rac y Cdc42 también
afectan la transcripcion genética a través de vias de transduccion de sefiales en
las que no aparece implicado el citoesqueleto de actina, participando

fundamentalmente en el metabolismo de lipidos y en la generacion de
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especies reactivas de oxigeno (Jaffe & Hall, 2005). Con respecto al ciclo
celular, se conoce que estas GTPasas participan en la activacion de las
quinasas dependientes de ciclina durante la fase G1 y en la organizacion del
citoesqueleto de actina y de los microtibulos durante la fase de mitosis. Por
otra parte, su inhibicion bloquea la progresion de la fase G1 en muchos tipos
de células eucariotas, mecanismos que son dependientes del tipo celular (Jaffe
& Hall, 2005; Lorenzano Menna et al., 2010). Los cambios morfologicos
inducidos en el citoesqueleto y consecuentemente en la morfologia celular
(formacion de filopodos) por las formas activas de esta familia de GTPasas
incluyen el incremento de la polimerizacion de los filamentos de actina y el
agrupamiento de las integrinas (Lorenzano Menna et al., 2010). Asi, la
adhesion celular mediada por integrinas dispararia la fosforilacion de
tirosinas, el flujo de iones y el metabolismo de lipidos que podrian afectar la
expresion genética, la progresion del ciclo o la apoptosis celular (Lorenzano
Menna et al., 2010). Alteraciones en la sefializacion mediada por las Rho
GTPasas contribuyen a la transformacion celular y el desarrollo de
anormalidades neurologicas y enfermedades inmunologicas (Hodge & Ridley,
2016).

En esta Tesis Doctoral se realiz6 un analisis de la expresion de genes
de las 3 principales Rho-GTPasas (RhoA, Racl y Cdc42) en aquellas células
incubadas con VEs de T. cruzi, proteinas involucradas en los cambios en el
citoesqueleto celular y consideradas como las mejor caracterizadas dentro de
la familia (van den Broeke et al., 2014). Asi, se evaluaron los niveles de
expresion de estos 3 genes a diferentes tiempos de la incubacion de las células
con las VEs mediante RT-qPCR y se obtuvieron unos niveles de expresion
normalizados mucho mas bajos a los 30 minutos y a las 4 horas de iniciado el
contacto de las VEs con las células (Figura 4.13.2) que en el caso de las
células no incubadas con las VEs. Resulta interesante resaltar que para el gen
RhoA no se detectaron RNAs especificos a los 15 y 30 minutos de incubacion

con las VEs, lo que denota la falta de expresion del gen que codifica para esa

222



Discusion

proteina a esos tiempos. La represion de la via de sefializacion de las Rho/Rho
kinasas en células infectadas con 7. cruzi ya fue publicada por Mott y
colaboradores en 2010, donde se evidencidé una reduccion dependiente del
tiempo de la forforilacion de la Thr853 en la MYPT1 (myosin phosphatase
target subunit 1), indicativa de la inhibicion de la RhoA (Mott et al., 2010)
posiblemente a través de la activacion de la via de sefalizacion de
AMPCc/PKA, la cual se ha visto que inhibe la actividad de dicha proteina
directamente al fosforilarla sobre el residuo de Ser188 (Lang et al., 1996) y a
través de la fosforilacion competitiva de MYPT1 en el residuo de Ser695
(Mott et al., 2010). La inhibicion de RhoA tras dicha fosforilacion se logra al
intensificarse la interaccion con la proteina inhibidora RhoGDI, lo que lleva a
la desaparicion de la RhoA (e incluso de Cdc42) de la membrana plasmatica
(Forget et al., 2002; Ellerbroek et al., 2003).

En el caso de la interaccion de las exovesiculas de las formas
epimastigotas de la cepa DM28c con células, en un estudio publicado de
transcriptomica de las células HeLa usadas en el experimento, Garcia Silva y
colaboradores describieron la existencia de cambios en la expresion génica
donde las vesiculas secretadas por esta forma del parasito ejercen
modificaciones en la expresion principalmente de proteinas relacionadas con
el citoesqueleto, la matriz extracelular, vias relacionadas con la respuesta
inmune y las Rho-GTPasas (Garcia Silva et al., 2014b). En este estudio se
determind que las vias de sefializacion que involucran estas GTPasas se
mantuvieron inactivas tanto a las 6 como a las 24 horas de iniciada la
incubacion de las células con las VEs del parasito, resultados que podrian
justificar los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, aunque haria falta un
estudio similar empleandose las VEs de las formas infectivas de la cepa Pan4,
el cual se encuentra en fase de realizacion.

Dado que, de las tres GTPasas analizadas mediante RT-qPCR, la
proteina RhoA es la principal involucrada en la regulacion del citoesqueleto

de actina, se realizaron analisis de los niveles de fosforilacion de esta proteina
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mediante Western blot, con el fin de evidenciar una posible inhibicion de la
enzima que lleva a los resultados obtenidos sobre el citoesqueleto y el ciclo
celular. Al incubar las células con VEs del parasito durante diferentes tiempos
fue posible observar un incremento en la cantidad de proteina fosforilada
desde los 10 minutos de la incubacion, fosforilacion que fue disminuyendo
con el paso del tiempo pero nunca llegé a mostrar un nivel similar al de las
células control sin incubar con las VEs. Como controles positivos de los
experimentos se realizd la incubacion con trombina y con acido
lisofosfatidico, los cuales produjeron niveles de fosforilacion superiores a los
controles de las células sin tratar desde los primeros 5 minutos de incubacion.
Para ambas sustancias estd descrito que interactian con la RhoA, con la
consecuente disrupcion de la funcion de barrera de las células endoteliales,
mostrando una mayor actividad la trombina y que se acompafia a una
reorganizacion del citoesqueleto de actina cuando se emplea el LPA (van
Nieuw Amerongen et al., 2011). La determinacion de los niveles de las
proteinas efectoras ROCK1 y ROCK2 (proteinas serin-treonin kinasas),
analizados también mediante Western blot, revelaron cantidades menores de
proteina en las células incubadas con las VEs, con respecto a los de las células
incubadas con los controles positivos y al control de células no tratadas. Estas
proteinas son consideradas importantes reguladoras del crecimiento celular, la
motilidad celular, de la migracion, metabolismo celular y apoptosis mediado
por el ensamblaje del citoesqueleto de actina y de la contraccion celular
(Riento & Ridley, 2003).

En mayoria de los estudios llevados a cabo con VEs, los
investigadores se han enfocado principalmente en determinar aspectos
biologicos, dandose poca atencion a sus propiedades biofisicas como la carga
de superficie y sus propiedades mecanicas. Quizas el pequefio tamafio de las
vesiculas es una limitante para el estudio microscopico de las mismas, ya que
no es posible obtener informacion estructural detallada (Parisse et al., 2017).

Recientemente, la microscopia de fuerza atomica constituye una herramienta
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esencial para resolver este tipo de inconvenientes derivados del tamafio de las
particulas. En la microscopia de fuerza atémica, una punta fina colocada en el
extremo de un soporte a modo de viga horizontal denominado cantilever,
barre la muestra depositada sobre un sustrato de mica, realizindose un
escaneo linea a linea sobre la superficie de la muestra y registrando las fuerzas
de la interaccion entre la punta y la muestra cuando se encuentran muy
proximas. Dado que estos parametros de interaccion decaen rapidamente con
la distancia (volviéndose indetectables), se hace necesario que la separacion
entre la punta y la muestra sea del orden o inferior al nanémetro, lo que
proporciona una altisima resolucion del barrido. Con el fin de evitar errores en
la distancia entre la punta y la propia muestra, el ajuste de la altura de la punta
se va realizando de acuerdo con la propia retroalimentacion que genera el
equipo, la cual va a depender de la fuerza ejercida sobre el cantilever por la
superficie, la frecuencia de la oscilacion de la punta, la amplitud de la
oscilacion de la punta o una combinaciéon de todos estos factores (Parisse et
al., 2017). Al final, lo que se obtiene es una informaciéon mecanica y de la
topografia de la muestra a estudiar.

En biologia, la MFA ha brindado informaciéon sobre aspectos
relacionados con la estructura de las proteinas, la ultraestructura de las
organelas, la dinamica de las membranas celulares, entre otras (Schafer et al.,
2002; Heinisch et al., 2012). En el caso de las VEs, esta ha sido empleada
para caracterizar estructural y mecanicamente vesiculas de diferentes
origenes, tal como los exosomas de saliva (Sharma et al., 2010) y de células
cancerosas (Cross et al., 2008; Xiao et al., 2013; Whitehead et al., 2015), asi
como para comparar la forma en la que los diferentes métodos de aislamiento
y purificacion alteran su estructura o tamafio (Woo et al., 2016). La MFA
también se ha empleado en experimentos de reconocimiento molecular para
llevar a cabo analisis funcionales del contenido proteico de la membrana
externa de los exosomas, al emplearse puntas funcionalizadas con anticuerpos

especificos de diferentes proteinas (Yuana et al., 2010; Sharma et al., 2011).
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Aun asi, se estima que menos del 10% de los trabajos publicados con VEs ha
incluido el uso de esta metodologia (Gardiner et al., 2016). Con respecto al
uso de la MFA para llevar a cabo estudios de las interacciones parasito-
hospedador, existe muy poca informacioén sobre la caracterizacion de las VEs
y su papel en la comunicacion célula-célula.

Como se ha comentado, el pequefio tamafio de las VEs ha llevado a
que se empleen diversas técnicas para la caracterizacion de sus poblaciones.
Dicha caracterizacion incluye analisis morfologicos, los cuales se realizan casi
exclusivamente empleando microscopia electronica de transmision con
técnicas de tincion negativa o mediante cortes de las exovesiculas por
ultramicrotomia, excluyéndose asi la posibilidad de obtener informacion
bioquimica y mecanica adicional (Sharma et al., 2010), salvo aquellos
estudios llevados a cabo mediante inmunoquimica. Otras técnicas como el
NTA, el DLS y la citometria de flujo se emplean con frecuencia, pero con
todas sus limitaciones. Por ejemplo, en el caso del NTA, una diluciéon
apropiada de la muestra es esencial para llevar a cabo las medidas, lo cual
podria ser problematico si el volumen de la muestra es limitado (Szatanek et
al., 2017), por lo que el principal “obstaculo” seria encontrar el factor de
dilucion correcto para que la camara del equipo pueda registrar todas las
vesiculas presentes en la muestra, sin que las vesiculas mas grandes
enmascaren a las mas pequefas (Szatanek et al., 2017). Algo similar ocurre
con el DLS, ya que el método es menos preciso si se cuenta con suspensiones
polidispersas, con particulas de varios tamafios, dado que el perfil de tamafio
estaria influenciado por las particulas mas grandes que dispersan mas luz, que
es lo que al final se mide. Finalmente, la citometria de flujo se considera de
muy baja sensibilidad y resoluciéon ya que detecta particulas de mas de 500
nm, aunque algunos equipos de sensibilidad mejorada llegan a determinar
particulas/cuentas de 200 nm (Szatanek et al., 2017), estando atn muy lejos
de la resolucion necesaria para particulas de 30 a 100 nm de rango en el que

se situan los exosomas. En el mejor de los casos, se ha propuesto el uso de
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otras particulas funcionalizadas mas grandes capaces de unir a los exosomas,
método que limita de manera importante tanto su estudio como su
purificacion. Por todas estas razones, la MFA es una herramienta muy util y
eficiente que permite la observacion de la topografia tridimensional de las
particulas individuales, la cual podria revelar variaciones en la morfologia,
rugosidad y cantidad de las vesiculas aisladas, asi como de las propiedades
mecanicas o incluso puede ser util en algunos estudios para determinar su
composicion.

En este trabajo se ha incluido el analisis mediante MFA de las VEs de
los tripomastigotes de 7. cruzi, asi como el estudio de las IgGs anti T. cruzi
purificadas mediante una columna de proteina G y de los inmunocomplejos
que se forman al incubar las VEs de T.cruzi con las IgGs especificas contra el
parasito, con el fin de realizar una caracterizacion morfoldgica y de las
propiedades nanomecanicas de las mismas. En la bibliografia consultada
existen estudios de otros autores donde se ha realizado la caracterizacion de
VEs empleando MFA. Por ejemplo y como ya se ha indicado, Sharma y
colaboradores estudiaron las nanovesiculas de la saliva ya que consideran que
podrian ser empleadas como biomarcadores de cancer oral (Sharma et al.,
2010). En este trabajo, los autores describen los exosomas como estructuras
de superficie no homogénea, atribuible esta heterogeneidad superficial a la
presencia de proteinas y/o mRNA englobados por la membrana lipidica de las
exovesiculas (Sharma et al., 2010). Este resultado concuerda con las
observaciones mostradas en la Figura 4.14.1.1.1, donde se presenta la
morfologia y superficie de las VEs de T. cruzi. En 2013, Regev Rudzki y
colaboradores visualizaron eritrocitos infectados con Plasmodium falciparum
empleando MFA y observaron vesiculas de aproximadamente 120 nm de
diametro alrededor de los parasitos, ademas de muchas protuberancias en los
eritrocitos, lo cual les llevd a sugerir que estas vesiculas podrian estar en
proceso de ser liberadas desde los eritrocitos (Regev Rudzki et al., 2013).

Ademas, al analizar el medio de cultivo de las células infectadas, estos autores
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describieron unas estructuras de 10 a 100 nm de amplitud y de una altura
promedio de 5 nm, consistente con un depoésito de agregados de proteinas y
correlacionaron la cantidad de vesiculas liberadas con la frecuencia de
transferencia de algunos plasmidos empleados en sus experimentos, lo que les
permitié concluir que las VEs funcionaban como mediadores de la
comunicacion intercelular entre los eritrocitos infectados (Regev Rudzki et
al., 2013). En 2016, Woo y colaboradores confirmaron la forma globular de
las VEs al realizar mediciones de MFA en liquido, forma que se esperaria
deben tener bajo condiciones nativas (Woo et al., 2016). En este trabajo de
Tesis, todas las mediciones se llevaron a cabo en celdas de aire,
comparandose los resultados obtenidos con unas muestras analizadas en
liquido y como en el caso de Woo y colaboradores, no se observaron
diferencias significativas con respecto a la distribucion de tamafio o de la
forma al realizar ambos tipos de mediciones. Aun asi, es importante
considerar que, tanto el tamafio como las propiedades de las VEs varian
dependiendo del tipo celular que las secrete y de la técnica de aislamiento que
se emplee. Aun en un mismo tipo celular es posible detectar subpoblaciones
de exosomas con composiciones moleculares y propiedades bioldgicas
diferentes (Willms et al., 2016). Los resultados obtenidos también permiten
comprobar la integridad, pureza y tamaio de las vesiculas obtenidas mediante
centrifugacion diferencial, método que se eligio para el aislamiento de las VEs
en esta Tesis ya que se considera el estaindar de oro para la purificacion de los
exosomas (Li et al., 2017).

Las imagenes de las IgGs de los sueros anti-7. cruzi revelaron
moléculas con una altura media de 3 a 13 nm, evidenciandose algunas
diferencias entre las formas esféricas y las irregulares de las inmunoglobulinas
tal como lo describen Berkvist y colaboradores (Bergkvist et al., 1998).
Ouergui y colaboradores realizaron un estudio comparativo sobre la
topografia y los histogramas de altura de los anticuerpos antes y después de su

incubacion con antigenos para formar inmunocomplejos (Ouerghi et al.,
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1999), de forma similar al realizado en esta Tesis y en dicho estudio, ellos
describen una altura promedio de aproximadamente 2.5 nm para el caso de las
IgGs anti-conejo empleadas, valor significativamente mas bajo que el valor
teorico (4 nm), lo que podria reflejar las diferentes orientaciones que pueden
presentar las IgGs. En este mismo estudio se destaca la presencia de
agregados de las propias IgGs, de 85 a 150 nm de amplitud (Ouerghi et al.,
1999), quizas como consecuencia de las condiciones de fuerza ionica de las
soluciones donde se encontraban dichas inmunoglobulinas (Thompson et al.,
2016). La escasa presencia de carbohidratos en las IgGs en la region Fc (Lee
& Im, 2017) podria explicar la adsorciéon de las inmunoglobulinas sobre la
mica de tal forma que no se observen las tres subunidades del anticuerpo. Los
carbohidratos son los responsables de orientar la molécula hacia la superficie,
dando como resultado una forma asimétrica/eliptica en los analisis mediante
MFA. Sin embargo, como las IgGs estan cargadas positivamente en la region
Fc (por la presencia de muchas argininas y lisinas al final esta region), estos
deben unirse por fuerzas electrostaticas a la mica y muestran un patron
asimétrico que les daria esa forma eliptica que se observa (Klein & Bjorkman,
2010).

Cuando se realizaron las mediciones de los inmunocomplejos
formados con las VEs se obtuvieron complejos de mayor amplitud, con una
distribucion aleatoria sobre el sustrato y con variaciones en los valores de
altura, junto con otras estructuras mas grandes que consistian en agregados de
IgGs. En los resultados obtenidos que se muestran en la Figura 4.14.1.3.1 se
observa tanto la distribucion al azar como la presencia de esas estructuras mas
grandes similares a lo reportado en la bibliografia (Ouerghi et al., 1999),
donde se evidencia la agregacion de una o mas IgGs con una o varias VEs. La
formacion del inmunocomplejo es mas evidente en las imagenes de topografia
y fase de la Figura 4.14.1.3.3, donde se muestra el cambio de altura provocado
por la unién de la inmunoglobulina a la vesicula, ya que, de no haberse

producido dicha unién, los histogramas de los inmunocomplejos referentes a
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la altura hubiesen sido idénticos a los de las VEs solas, adsorbidas sobre la
mica.

La determinacion de las propiedades biomecanicas de las vesiculas es
importante ya que se ha visto que pueden tener un papel en la exocitosis y en
el transporte intercelular (Sharma et al., 2010). La cuantificacion de estas
propiedades en las membranas de células vivas ha sido realizada previamente,
en especial en estudios relacionados con cancer (Cross et al., 2008; Xiao et
al., 2013; Whitehead et al., 2015). Por ejemplo, en el afio 2008, Cross et al.,
publicaron que las células metastasicas eran menos rigidas y menos adhesivas
que las células de pacientes sanos (Cross et al., 2008). En el afio 2013, Xiao y
colaboradores describieron que las células epiteliales pequefias humanas de
las vias respiratorias, eran mas rigidas y adhesivas que la linea de células
cancerosas AS549 y que el tratamiento de estas células con farmacos
anticancerosos producia una alteracion de estas propiedades biomecanicas,
alterandose los valores (Xiao et al., 2013). Finalmente y con respecto a las
VEs, Whitehead y colaboradores demostraron que la rigidez y la adhesion de
las vesiculas derivadas de las células cancerosas eran en promedio de un
orden de magnitud menor que las vesiculas secretadas por células no
cancerosas (Whitehead et al., 2015). En esta Tesis Doctoral, los analisis
nanomecanicos de las VEs de T.cruzi y de los inmunocomplejos revelaron
valores menores de rigidez y de elasticidad longitudinal (modulo de Young)
en los inmunocomplejos al compararlos con las VEs, mientras que los valores
de adhesion mostrados por los inmunocomplejos fueron mayores (Tabla
4.14.2).

La presencia de inmunocomplejos en el suero de pacientes cronicos
con la enfermedad de Chagas fue descrita ya en la década de los 80s (Corral et
al., 1987; Mosca & Cedillos, 1988; Costa et al., 1991; Petray et al., 1992) y a
pesar de que no existen suficientes estudios que evidencien la funcidn de estos
complejos en la patologia de la enfermedad, se supone que contribuyen con

las manifestaciones chagasicas tipicas de la enfermedad durante la fase
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cronica. Estos inmunocomplejos se forman al unirse las inmunoglobulinas con
antigenos secretados del parasito, incluidas las exovesiculas (Diaz Lozano et
al., 2017). En el afio 2016 fue publicado el perfil protedémico de los
inmunocomplejos circulantes en el suero de pacientes en fase cronica de la
enfermedad (Ohyama et al, 2016) donde se describi6 que estos
inmunocomplejos aparentemente se forman con antigenos proteicos que
pertenecen a las grandes familias de proteinas de superficie del parasito,
implicadas en los procesos de adhesion e invasion del parasito a las células
hospedadoras (Diaz Lozano et al., 2017). De la caracterizacion protedmica de
estos inmunocomplejos, 39 de los antigenos de T. cruzi pertenecen a las trans-
sialidasas, gp63 y MASPs (Ohyama et al., 2016). Estos mismos autores
sugieren la posible asociacion entre la composicion de los inmunocomplejos y
las manifestaciones de la fase cronica de la enfermedad, ya que detectaron dos
proteinas de funcionalidad desconocida en los inmunocomplejos circulantes
de pacientes con manifestaciones gastrointestinales. La formacion de estos
inmunocomplejos con las VEs del parasito podria promover la captura de las
vesiculas a través de los receptores Fc de las células del sistema inmune con
dichos receptores, lo que modularia la respuesta inmune contra el parésito y
asi se promoveria la supervivencia del parasito en el hospedador. Las
diferencias en las propiedades mecénicas de los inmunocomplejos (menor
rigidez y elasticidad longitudinal) con respecto a las VEs, asi como su mayor
capacidad de adhesion, podrian favorecer la interaccion de los mismos con las
células inmunes, estimulando la opsonizacion de las VEs y con esto,
permitiendo el acceso al citoplasma celular y la produccion de exosomas
“hibridos”, resultado de la fusion de exovesiculas célula:parasito descrita por
Ramirez y colaboradores (Ramirez et al., 2016).

Los resultados obtenidos con respecto a las diferencias en las
propiedades mecanicas de las VEs y de los inmunocomplejos VEs-IgGs
podrian estar relacionados con su biodistribucion en los diferentes drganos de

los ratones CD1, cepa susceptible a soportar la parasitacion por 7. cruzi, tras
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su inoculacion por la via intravenosa. Asi, el seguimiento realizado mediante
IVIS permiti6 determinar la presencia de los inmunocomplejos en 6rganos
como el higado y el bazo, donde se concentraron la mayoria de vesiculas tras
su inoculacion. Esta localizacion es previsible debido a la funcionalidad de
tales organos, los cuales permiten la filtracion y eliminacion de particulas
celulares y microorganismos por parte de un sistema fagocitico donde
participan las células de Kupffer y los macrofagos esplénicos. En un estudio
realizado por Smyth y colaboradores se demostrd una captacion mas lenta de
las VEs procedentes de tumores por parte de las células del sistema
reticuloendotelial (SRE) en ratones con un sistema inmune deficiente en el
sistema de complemento (cepa NOD.CB17-Prkdcscid/J), por lo que los
autores sugirieron que el sistema inmune contribuye, al menos en parte, en la
eliminacion de los exosomas derivados de tumores, proceso dependiente de la
opsonizacion mediada por el complemento y no por la opsonizaciéon mediada
por los anticuerpos (Smyth et al., 2015). Quizas la rapida captacion de las VEs
por el SRE sugeriria que la funcién primaria de las VEs no es la comunicacion
con células distantes del punto de origen sino posiblemente una funcidon
paracrina al intercambiar informacion con células vecinas del punto de
liberacion de dichas VEs y con las células del sistema inmune, puesto que las
VEs estan involucradas en muchos procesos inmunoreguladores, incluida la
exposicion a las células NK, a macrofagos y a las células dendriticas, estas
ultimas células presentadoras de antigenos, con la transferencia de moléculas
antigénicas para permitir la activacion de células T especificas (Théry et al.,
2009; Robbins & Morelli 2014; Smyth et al., 2015).

En una revision publicada por Morishita y colaboradores sobre la
farmacocinética de los exosomas, los autores indicaron que los macrofagos
son las células que primero captan activamente los exosomas administrados
de manera exdgena (Morishita et al., 2017). Ademas, en un estudio realizado
con el fin de evaluar esta capacidad de los macrofagos para eliminar

exosomas exdgenos, Imai y colaboradores postularon que, si se piensa en el
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empleo de exosomas para la liberacion selectiva de proteinas o de algin otro
compuesto que artificialmente se les introduzca, seria necesario que dichos
exosomas sean capaces de escapar al reconocimiento por las células del
sistema inmune, ya que demostraron que la eliminacién de los exosomas
exogenos depende de estas células (Imai et al., 2015). Esto podria justificar en
parte que, al inyectar los inmunocomplejos formados por las VEs de T. cruzi
con IgGs anti-T. cruzi, se observe fluorescencia en otros 6rganos ademas del
higado y del bazo, quizas porque al llevar anticuerpos unidos en su superficie
se podria promover la captura de las vesiculas a través de receptores Fc
presentes en los macrofagos tisulares de estos o6rganos. Todo esto demuestra
que el estudio de la farmacocinética de los exosomas es fundamental para
poder dilucidar el papel bioldgico de las mismas e incluso desarrollar terapias
basadas en estas vesiculas (Imai et al., 2015).

La acumulacion de los exosomas en higado y bazo y la captacion por
parte de los macrdéfagos esplénicos y células de Kupffer no debe ser
consecuencia exclusiva del mayor flujo sanguineo existente en estos 6rganos.
En estudios llevados a cabo en ratones, otros autores comprobaron que los
macrofagos que capturan a los exosomas se encuentran en la zona marginal
del bazo y en los macrofagos de la pulpa roja de este 6érgano y que en la
captura de la VEs participa la sialoadhesina (CD169 o Siglec-1) (Saunderson
et al., 2014), receptor localizado en los macrofagos del seno subcapsular de la
medula del bazo, asi como en los macrofagos metalofilos de las zonas
marginales del mismo 6rgano. Sin embargo, los mismos autores indicaron
que, si bien las células de Kupffer también ligan a los exosomas inyectados
por via intravenosa, las células de Kupffer (que también expresan CD169) son
capaces de captarlos a un nivel mas bajo que los macrofagos esplénicos quizas
por el hecho de mostrar niveles de expresion de CD169 menores que los de
las células monociticas esplénicas, por lo que la acumulacion y captaciéon por

parte del higado, altamente eficiente mostrada en los experimentos de esta
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Tesis, podria deberse a otro mecanismo en el que tal vez intervengan los
receptores Fc de las inmunoglobulinas cuando se forma el inmunocomplejo.

El tropismo de los exosomas de origen tumoral por algunos 6rganos
ya ha sido descrito, considerandosele multifactorial y vendria determinado por
una combinacion de los constituyentes de superficie de los exosomas, mas alla
de la presencia de una sola molécula de superficie, como pudieran ser las
integrinas, la Hsp70 o las tetraspaninas (Wen et al., 2016; Lima & Mbdller,
2018). Ademas, la especificidad de los exosomas tumorales por algiin 6rgano
dependera en gran medida de la expresion de los diferentes marcadores de
superficie relacionados con su origen (Hoshino et al., 2015).

Las lectinas de union a las inmunoglobulinas a través de acido sidlico
son moléculas expresadas en una gran variedad de células linfoides,
leucocitos y células estromales que permiten la union al acido sialico. Estas
ultimas células, también conocidas como células madre estromales, son
células multipotenciales originadas a partir de la capa germinal mesodermal,
con la capacidad de diferenciarse en diversos tipos de células que van a
expresar el receptor CD169, siendo este el primer miembro identificado de la
familia de lectinas denominada “Siglec”, receptor que posee 17 dominios
similares al que poseen las inmunoglobulinas que tienen acido sialico.

El acido sialico esta presente en el glicocalix que recubre la superficie
de las células de mamifero y en muchas de las proteinas secretadas por ellas y
como ya ha sido descrito en esta Tesis, en el proteoma de las VEs de las
formas tripomastigotas de 7. cruzi se ha determinado la presencia de hasta
121 tranms-sialidasas, enzimas capaces de captar el acido sidlico de las
proteinas sialiladas de las células y transferirlo a las galactosas presentes en el
glicocalix del parasito. Las 121 trans-sialidasas, presentes en las exovesiculas
de las formas infectivas, corresponden a los ocho diferentes grupos en los que
Freitas y colaboradores clasificaron a dichas enzimas en el afio 2011 y
constituyen el 22% de toda la carga proteica de las VEs, por lo que la funcion

biologica que deben ejercer los exosomas del parasito debe ser fundamental
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para la supervivencia del parasito dentro del hospedador y deben participar en
las diversas manifestaciones patoldgicas generadas durante el curso de la
enfermedad de Chagas. Como también ha sido mencionado, la funcion de
estas enzimas es capturar el acido sidlico de las glicoproteinas de superficie de
la membrana de las células o de las proteinas glicosiladas que interaccionan
con ellas y transferirlo a los residuos galactosa del glicocalix de la superficie
del parasito o de las VEs, con el fin de sialilar sus membranas y participar en
la adhesion a las células y con esto iniciar la entrada al citoplasma. Dado que
a partir del residuo Asn297 de la region Fc de las IgG1 e IgG2 se presenta una
zona glicosilada, en la cual aparece como azlcar terminal bien la galactosa o
el acido sidlico (Wubhrer et al., 2007), pudiera ser que el acido sialico actue
como sustrato de las frans-sialidasas presentes en las VEs del parasito al
formarse el inmunocomplejo. Esto daria como resultado la pérdida del acido
sidlico del Fc de las IgGs y la union del azlicar a la a-galactosa de las MASPs
o de las otras glicoproteinas presentes en las VEs del parasito, lo que, por una
parte, alteraria las regiones Fc de las inmunoglobulinas que forman el
inmunocomplejo y, por otra parte, favoreceria la union de las VEs de 7. cruzi
sialiladas a los receptores CD169, con lo que atraerian los complejos VEs-
IgGs para su posterior fusion de los exosomas con las membranas celulares.
La presencia de este receptor ha sido descrita en todas las células derivadas de
monocitos y macrofagos residentes, presentes en todos los 6rganos, incluidos
los del aparato digestivo (Niess et al., 2005). Sin embargo, debido a la baja
afinidad que muestra el receptor CD169 por el acido sidlico (de orden
milimolar), solo aquellas particulas que se encuentren fuertemente sialiladas
seran capaces de unirse fuertemente a los macréfagos CD169. La presencia de
este receptor o de receptores especificos para la region Fc de las
inmunoglobulinas podria ser la explicacion de la presencia de los
inmunocomplejos en el aparato digestivo de los ratones y de la ausencia
mostrada por las VEs en los 6rganos del aparato digestivo y otros 6rganos, al

inyectarse bajo la forma de “pseudoinmunocomplejo”, generados solamente
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con las regiones Fab de las IgGs, lo que imposibilitaria tanto la unién al
receptor Fc antes mencionado debido a la ausencia de la region Fc en el
“falso” inmunocomplejo y a la posible sialilacion de las VEs, dada la ausencia
de acido sialico en las Fab. Por otra parte, la relativa baja afinidad que
muestra el CD169 por el acido sialico podria explicar el tiempo necesario (a
partir de 72 horas) para la aparicion de los inmunocomplejos en dérganos
diferentes al bazo e higado, mostrado en el apartado de resultados.

De toda la informacion presentada en esta Tesis Doctoral, se debe
resaltar el papel de las vesiculas extracelulares liberadas por las formas
tripomastigotas de 7. cruzi en la supervivencia y mantenimiento del parasito
en el hospedador mamifero, siendo capaces de alterar las condiciones
fisiologicas y bioquimicas de las células con las que interactuan, preparando
asi el nicho para nuevas infecciones. Posiblemente estas exovesiculas sean
capaces de inmunomodular la respuesta del hospedador al interactuar con
células de origen inmune y contribuir de forma significativa con las “patias”

desarrolladas en la fase cronica de la enfermedad.
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6. Conclusiones

1. El aislamiento mediante ultrafiltracion y centrifugacion
diferencial empleado en esta Tesis Doctoral, da como resultado la
purificacion de vesiculas celulares o exovesiculas secretadas por
las formas tripanomastigotas infectivas del parasito Trypanosoma
cruzi, de tamafio inferior a 200 nm y forma homogénea,
compatibles mediante los métodos de caracterizacion con
exosomas derivados de dichas formas infectantes. Los niveles de
secrecion de proteinas a través de VEs, en las condiciones
seguidas en este trabajo y por la cepa de T.cruzi Tcl empleada,
dan valores por esta via de secrecion no cladsica superiores
cuantitativamente a la producida por otras cepas descritas en la

bibliografia.

2. Los analisis de la presencia de proteinas especificas de 7. cruzi en
las VEs secretadas por las formas tripomastigotas infectivas
mediante técnicas inmunoquimicas muestran que dichas
exovesiculas portan tanto cistein proteasas como la cruzipaina
como los complejos enzimaticos capaces de transferir acido
sialico a sus glicoproteinas, las frans-sialidasas, caracteristicas de
este parasito, lo que permite que dichos complejos enzimaticos
puedan ser considerados como marcadores de los exosomas

liberados por 7. cruzi.

3. Los analisis comparativos del proteoma en las exovesiculas de las
formas tripomastigotas y epimastigotas de la cepa Pan4 de T.
cruzi revelan diferencias importantes con respecto a la cantidad y
el “cargo” de proteinas que portan. Asi, las VEs de los

tripomastigotes parecen contener una mayor cantidad de proteinas
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en comparacion con las VEs de los epimastigotes. Cabe destacar
que, en las VEs de los tripomastigotes, el 23% de las proteinas
presentes se identifican como miembros de familias multigénicas
vs. 9.2% en el caso de las VEs de los epimastigotes. Como se ha
mencionado anteriormente, resulta interesante la gran cantidad y
variabilidad de las trams-sialidasas en las VEs de las formas
tripomastigotas, ya que se obtienen 121 proteinas de este tipo
pertenecientes a todos los grupos (I - VIII), mientras que en el
caso de los epimastigotes, se obtienen solo 33 proteinas
pertenecientes Unicamente al grupo II. Esto permite especular
sobre la importancia bioldgica que dichas enzimas poseen en la

interaccion de las VEs con sus blancos en el hospedador.

Las VEs de la cepa de T. cruzi empleada en esta Tesis Doctoral
son capaces de incrementar tanto los porcentajes de parasitacion
celular como los indices de parasitacion, al ser pre incubados los
cultivos celulares con las exovesiculas previo al proceso de
infecciéon con tripomastigotes. La induccion del incremento es
temporal y especifico para este parasito, asi como independiente
de la cepa. Por otra parte, los componentes de membrana de las
VEs de T. cruzi deben participar en los procesos de
reconocimiento y adhesion a las membranas celulares, dado que
los tratamientos térmicos y quimicos/enzimaticos de las
exovesiculas evitan los efectos sobre las células ejercidos por las
VEs. Por esta razon, se deduce que deben participar, por una parte
en el reconocimiento de azlicares del glicocalix de las VEs como
con acciones vinculadas con una actividad enzimatica presente en
las VEs. Los efectos de la interaccion VEs:célula siguen una
cinética dosis respuesta, donde una vez alcanzado su maximo, los
efectos celulares referidos al incremento en la capacidad de

induccion de la parasitacion decae, lo que permitié calcular la
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dosis efectiva 50 para estudiar los efectos celulares inducidos por

las VEs del parasito.

Las VEs de los tripomastigotes infectivos de la cepa Pan 4 de T.
cruzi son capaces de inducir una serie de alteraciones fisiologicas
de forma temporal sobre los cultivos celulares con los que
interactian y de alguna manera favorecerian la parasitacion
celular , produciendo:

- La permeabilizacion de las membranas celulares, entre las que
se incluyen células de una linea de cardiomiocitos, lo que permite
el reconocimiento de epitopos intracitoplasmaticos de los
receptores [ adrenérgicos por parte de anticuerpos.

- El aumento intracelular de Ca®" libre proveniente de los
depositos intracelulares, asi como del medio extracelular.

- La desorganizacion del citoesqueleto celular, con especial
referencia a los filamentos de actina.

- La interrupcion del ciclo celular en las fases GO/G1.

- Un efecto “protector” frente a los inductores de la apoptosis,
tanto en la fase temprana como en la fase tardia.

En la generacion de dichos cambios fisioldgicos esta involucrada
la fosforilacion de la proteina de retinoblastoma y las proteinas
Rho-GTPasas, cuya expresion parece alterarse al incubar las
células con las VEs del parasito, lo cual abre posibles vias de
estudio que permitan disminuir los efectos de las exovesiculas
sobre dichas vias de sefalizacion en las que estas Rho-GTPasas
estan implicadas y con ello evitar los efectos celulares y la
facilitacion de la parasitacion intracelular por las formas

infectantes del parasito.

El estudio de las exovesiculas de 7. cruzi mediante microscopia

de fuerza atdomica, asi como de los inmunocomplejos VEs-IgGs
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anti-7. cruzi que se forman, permitid6 conocer tanto sus
caracteristicas estructurales como sus propiedades mecanicas. En
el caso de los inmunocomplejos, éstos mostraron poseer una
mayor adhesion y menor rigidez que las exovesiculas purificadas.
Quizas el reconocimiento de las moléculas de inmunoglobulina G
adheridas a las membranas de las exovesiculas por parte del
cantilever del equipo podria enmascarar las propiedades de las

membranas lipidicas de las propias exovesiculas.

La biodistribucion in vivo de las exovesiculas y de los
inmunocomplejos VEs-IgGs anti-7. cruzi, tras la inoculacion en
un modelo de raton, mostraron diferencias en la distribucion en
los organos de los animales inoculados. Mientras que las
exovesiculas purificadas, procedentes de 7. cruzi, los
“pseudoinmunocomplejos” formados por las fracciones Fab de las
IgGs y las VEs de T. cruzi o inmunocomplejos formados con las
VEs procedentes de cultivos de células de mamiferos unidas a
IgGs anti-CD9 se acumulan en el higado y bazo, los
inmunocomplejos formados por la IgGs especificas y las VEs del
parasito inicialmente se asocian con los 6rganos anteriormente
descritos, pero posteriormente se visualizan en otros Organos
como los del tracto digestivo, facilitando posiblemente el contacto
y la accion de las VEs de 7. cruzi con las células de los plexos
nerviosos. Esto quizas podria relacionarse con la falta de
inervacion y tono del aparato digestivo, lo que contribuiria a las

“patias chagasicas” de la fase cronica de esta enfermedad.
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Anexo 1

Resultados de los analisis protedmicos realizados en muestras de VEs de las

fases tripomastigote y epimastigote de 7. cruzi.
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