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Resumen

La enfermedad de Chagas (EC) o tripanosomiasis americana identificada en
1909 por Carlos Chagas, es una de las 10 enfermedades mas olvidadas y
desatendidas que afectan a las poblaciones pobres en las Américas. Con 8 a
10 millones de personas ya infectadas y hasta 120 millones de personas en
riesgo de infeccion, se ha extendido a Europa, Estados Unidos, Canada y
Japén. Esta parasitosis es causada por T. cruzi, un hemoparasito, protozoo
flagelado que es transmitido por la picadura de un chinche triatomino, que en
sus heces contiene el parasito, aunque existes otras diversas vias de
transmision.

Actualmente, se reconocen seis unidades de tipificacion discreta (DTU), Tcl
a TcVI, ademéas de TcBat. Las correlaciones entre DTU / distribucion
geografica / especies hospedadoras y patogenicidad siguen generando
controversias.

La infeccion con T. cruzi es una de las principales causas de enfermedad
cardiaca en todo el mundo en donde se han descrito dos fases, la aguda y la
cronica. La patogenia de la miocardiopatia chagasica cronica (CCC) es un
tema de debate en la actualidad, pero la persistencia del parésito, los
mecanismos autoinmunes, la disfuncién autondmica y las alteraciones
microcirculatorias se han propuesto como las principales causas
fisiopatoldgicas de la enfermedad.

En la actualidad, en el diagnostico, los métodos seroldgicos mas utilizados
son el ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFA) y las técnicas
inmunoenzimaticas  (ELISA). Sin embargo, todos presentan ciertos
inconvenientes con respecto a su reproducibilidad, fiabilidad, especificidad y

sensibilidad que, a su vez, afectan al diagndstico en general.
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En nuestros ensayos serologicos, encontramos que los sueros de los pacientes
chagasicos cronicos poseen mayor reactividad a las proteinas totales
procedentes de los extractos del parasito, asi como a los antigenos
procedentes, de los inmunocomplejos circulantes, o de las EVs de las formas
tripomastigote de T. cruzi, que con los antigenos de los test comerciales
empleadas.

Los métodos moleculares constituyen una alternativa para el diagnostico de la
EC. Sin embargo la reproducibilidad y el rendimiento general de los métodos
basados en PCR se ven significativamente afectados por las fluctuaciones en
la parasitemia que caracterizan la fase cronica de la EC y por los métodos
empleados para la deteccion.

Desde los primero estudios en 1930, se ha descrito que las manifestaciones
clinicas mas comunes en casos confirmados de Cardiopatia Chagasica en
Panama son arritmia cardiaca, cardiomegalia, disfuncién de la conduccién
nerviosa, fiebre y adenitis cervical y submaxilar, con una parasitemia cortay
una fase crénica benigna en comparacion con la documentada en América del
Sur. Algunas investigaciones sugieren que las diferentes manifestaciones
clinicas entre Panamay los paises de América del Sur podrian ser el resultado
de la divergencia genética geografica entre las cepas de T. cruzi, o debido a
diferencias en las respuestas inmunitarias humanas. En este sentido estudios
cientificos en Panama han confirmado la existencia de una cepa de T. cruzi
Tcl.

En nuestros trabajo de investigacion hemos encontrado que a parte de la Tcl,
ya descrita, existe una poblacion mixta (Tc I, Tc V'y Tc VI), que convergen

en la comunidad estudiada.



Se ha descrito que durante la infeccion por T. cruzi tanto el parasito como las
células hospedadoras liberan exovesiculas (EVS) y que las EVs del parasito,
al menos, confieren proteccion contra el ataque del complemento facilitando
la invasion de T. cruzi a las células de mamiferos. Las EVs han sido asociadas
a la inmunomodulacién y a la supresion de las respuestas inmunitarias activas
de las células T. También se ha propuesto que las proteinas del paréasito
secretadas en estas EVs estan implicadas en la invasion de los tejidos.

En el seguimiento de la biodistribucion de EVs en los diferentes 6rganos de
ratones CD1 a lo largo del tiempo, inoculados con EVs con dos tratamientos
térmicos (sin tratar térmicamente y tratadas a 80°C) y con EVs libres y unidas
a IgG formando inmunocomplejos, observamos que a las 24 horas hubo
aumento de la florescencia, en ambos grupos de ratones en diferentes organos,
pero con mayor aumento en el de EVs no tratadas térmicamente. En cuanto a
los 6rganos donde encontramos mayor captacion de fluorescencia por los
tejidos fue donde existe la mayor concentracion de macréfagos tisulares,
primeramente el higado, luego en el bazo y finalmente a los 4 dias se observé
la aparicién de fluorescencia en el aparato digestivo.

Durante el inicio de la infeccion en la EC, el sistema inmunologico innato
juega un papel importante en el control de la replicacion y diseminacion del
paréasito en los tejidos del huésped (higado y bazo), con la participacién de las
citocinas IFN-y, TNF-a ¢ IL-12 y de células inmunes como macrofagos, NK
y células dendriticas que favorecen en el establecimiento de las respuestas
inmune. Las citocinas producidas durante la infeccién por T. cruzi (IFN-y,
TNF-a, IL-1a TGF-B e IL-10) son capaces de inducir o regular la produccion
de quimiocinas en macréfagos y potencialmente en los miocitos cardiacos

infectados.
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En este sentido hemos estudiado como la respuesta inmune levantada por las
diferentes preparaciones, difieren tanto con el tipos de inoculo (EVs, EVs
tratada térmicamente y sus respectivos inmunocomplejos) como en el 6rgano
donde se acumulan (higado o bazo) en relacién con el tiempo. Los hallazgos
de este estudio refuerzan el concepto de que un delicado equilibrio entre las
citocinas reguladoras e inflamatorias representa un elemento clave en el
establecimiento de las distintas formas de la EC cronica, ya sea en modelos

experimentales murinos como humanaos.

La evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de las EVs, como el tamafio,
la forma, la carga superficial, la densidad y la elasticidad, es necesaria para
determinar sus interacciones biologicas. De manera que la determinacion
precisa de estas propiedades se ha hecho de forma rutinaria durante todo el
proceso de experimentacion. Cada metodologia utilizada aportd informacion
imprescindible en nuestra experimentacion ya que los diversos métodos son
utiles dependiendo de los objetivos trazados. La informacidn tanto del tamafio
(DLS) como el contenido (Western Blot), ha complementado los hallazgos
confirmados por las técnicas microscopicas (confocal, SEM. TEM, y AFM),
y los estudios mediante inmunoquimica.

En consecuencia, con el fin de comprobar la adhesion de EVs de
tripomastigotes de T. cruzi y las interacciones con la superficie de las células,
se estudio la captacion de EVs en células Vero y macrofago a traves de
diversas microscopias, encontrado que la célula puede utilizar varias vias de
internalizacion, que puede ser las dependiente de clatrina, caveolina o

cualquier otra dependiendo del tamafio de la EVs y el tipo de célula.
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Introduccion

1. Introduccion.

1.1 Antecedentes de la Enfermedad de Chagas.

La Enfermedad de Chagas (EC), también conocida como tripanosomiasis
americana, fue descrita por primera vez en 1909 por el médico brasilefio
Carlos Chagas (Chagas and Chagas 1909).

La EC es wuna infeccion parasitaria cronica sistémica causada por
Trypanosoma cruzi, un parasito protozoario transmitido principalmente a
través del contacto con las heces infectadas de chinchesvi triatominos
hematofagos, que en las zonas endémicas infecta a los seres humanos y los
animales (Dias, Silveira, and Schofield 2002; Moncayo 2003). La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reconoce la tripanosomiasis
americana, o EC, como una de las 17 enfermedades tropicales desatendidas
que han persistido en las sociedades mas pobres y marginadas que viven
principalmente en regiones tropicales y subtropicales de las Américas.
(Alvarez-Hernandez et al. 2018). A pesar del hecho de que han pasado
maés de 100 afios desde el descubrimiento de la EC, la investigacion realizada
hasta la fecha con respecto a esta enfermedad parasitaria y especialmente los
métodos de tratamiento relacionados con ella, todavia se consideran

insuficientes (Kowalska, Kowalski, and Torres 2011).

Con la excepcion de un grupo minoritario de investigadores que estudian T.
cruzi 'y el nimero aun menor de médicos que podrian reconocer las
complicaciones que causa, la EC es desconocida o mal entendida (Tarleton
2016). Las personas con infeccion por T. cruzi en pocas ocasiones son
identificadas antes de tener una enfermedad clinica que compromete su vida,

por lo que casi nunca reciben tratamiento y aunque la infeccion es con
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frecuencia aguda y fatal, en raras ocasiones se resuelve por completo
(Tarleton 2016; Tarleton et al. 2007).

La infeccion por T. cruzi y la EC estan plagadas de diagnosticos deficientes,
opciones de tratamiento inadecuadas y la ausencia de vacunas (Tarleton
2016; Tarleton et al. 2007). Por lo tanto, existe una necesidad urgente de
alternativas para el tratamiento de la enfermedad y desarrollo de farmacos

para la infeccion (Bustamante and Tarleton 2014).

La EC representa la primera causa de lesiones cardiacas en adultos jovenes y
economicamente productivos en los paises endémicos de América Latina
(Moncayo and Silveira 2017).

En los siete paises mas australes de Ameérica, la enfermedad causa la pérdida
de aproximadamente 752,000 dias hébiles debido a muertes prematuras y
una productividad de US $ 1,200 millones. Lacarga mundial anual
estimada de enfermedad es de $ 627,46 millones en costos de atencion
médica y 806,170 afios de vida ajustados por discapacidad ; el 10% de esta
carga afecta a paises no endémicos (Conteh, Engels, and Molyneux 2010;
Lee et al. 2013; Pérez-Molina and Molina 2018)

Gracias a un programa multinacional coordinado en los paises del Cono Sur,
la transmisién de la EC por vectores y por transfusion de sangre se ha
interrumpido en Uruguay en 1997, en Chile en 1999 y en Brasil en 2006, por
lo que la incidencia de nuevas infecciones por T. cruzi en todo el continente
ha disminuido en un 70% (Martinez et al. 2019; Moncayo and Silveira
2017).
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1.2. Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

En la actualidad la EC ya no se limita exclusivamente a las regiones rurales
empobrecidas de Ameérica Latina, ya que se ha transformado en un problema
de salud global que afecta a personas de todo el mundo, tanto en paises
endémicos como no endémicos, y pone a 100 millones de personas en riesgo
de contraer la infeccion (Dopico et al. 2019).

La EC, endémica de Ameérica Latina, a menudo pasa desapercibida, pero se
estima que 7 millones de personas actualmente estan infectadas con una
mortalidad anual de 22,000 personas en las Américas (Cordero-Montoya et
al. 2019).

En 1980 se realizd una encuesta donde se estimé que 100 millones de
personas, es decir, el 25% de todos los habitantes de América Latina estaban
en riesgo de infeccidn, con 17,3 millones de personas infectadas en 18 paises
endémicos. Segun estimaciones de la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) realizadas en el 2005, 20% de la poblacion de América Latina
estaba en riesgo (109 millones de personas) y casi 7, 7 millones de personas
estaban infectadas (Rassi, Rassi, and Marin-Neto 2010; WHO, World, and
Health Organization 2002). Actualmente se calcula que en Latinoamérica
hay entre 8-15 millones de personas infectadas por T. cruzi, y se encuentra
sobre todo en zonas endémicas de 21 paises de esta region del continente
Americano con unos 41,200 nuevos casos por afio (Flores-Chavez et al.
2018; Martinez et al. 2019; Organization 2015). Alrededor del 20-40% de
las personas infectadas desarrollaran dafio cardiaco (Martinez et al. 2019). La
prevalencia de la EC varia entre paises, del 1.3% en Brasil al 20.0% en
Bolivia (Martinez et al. 2019).
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Segun la OPS, calcula que hay unas 1,124,930 mujeres entre 15 y 44 afios
infectadas conT. cruzien América Latina, y el riesgo general
de infeccién congénita por T. cruzi en nifios nacidos de madres infectadas es
de alrededor del 5% (Howard et al. 2014). EIl éxito de la transmision
materno-fetal depende principalmente de la variabilidad genética del paréasito
y las respuestas inmunes materno-fetales (Lidani et al. 2019).

La tasa de transmision de la madre infectada al lactante no esta determinada
cuantitativamente. En los paises del Cono Sur de América Latina, las tasas
de transmision congénita de T. cruzi varian de 1% a 12% (Carlier and
Torrico 2003). Por el contrario, se sabe muy poco sobre las tasas de
transmision congénita en México, América Central y en otros paises no

endémicos (Carlier and Torrico 2003; Howard et al. 2014).

1.3. Enfermedad de Chagas en paises no endémicos

Desde finales de 1800 hasta los afios 1930 y 1940, millones de personas,
principalmente de Italia, Portugal y Esparfia, emigraron de Europa a América
Latina. En general, alrededor de 10 millones de personas emigraron solo a
Argentina y Brasil, (Schmunis and Yadon 2010). En la década de 1990, el
flujo original de migracion de Europa a América Latina cambi6 de rumbo y
la gente de América Latina migré a Europa. Esta migracion, se acelerd aln
mas después de 2000 (Schmunis and Yadon 2010; Strasen et al. 2014)
(Figura 1.1). En 2005, habia méas de 2 millones de personas nacidas en
América Latina, proveniente de los paises endémicos de la EC que vivian en
paises de Europa occidental, (Schmunis and Yadon 2010).

Los movimientos migratorios han hecho que la EC, una enfermedad
autéctona del hemisferio occidental continental, se este convirtiendo en un

problema de salud global (Schmunis and Yadon 2010).
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En las ultimas décadas, la EC se ha extendido a otros continentes fuera del
ambiente natural debido a la migracion humana, a paises no endémicos
como el Norte del continente (USA y Canada), Europa, Asia y Australia
(Requena-Méndez, Albajar-Vifas, Angheben, Chiodini, Gascon, Mufioz, et
al. 2014).

En Europa se estima que existen entre 100,000 y 200,000 casos de EC. Los
paises mas afectados son Espafia con aproximadamente 68,000 casos y en
menor cantidad Italia, Francia, Suiza, Suecia y Reino Unido, con un
numero estimado de 10 millones de personas infectadas en todo el mundo
(Hotez, Woc-Colburn, and Bottazzi 2014; Izeta-Alberdi et al. 2016;
Requena-Méndez, Albajar-Vifias, Angheben, Chiodini, Gascon, and Mufioz
2014; Santos et al. 2016; Tanowitz, Weiss, and Montgomery 2011).
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Chagas in Europe

Legend
Cases per 100000 inhabitants Max. estimated cases with share of real cases (red)
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Figura 1.1.- Enfermedad de Chagas en Europa. Tomado de (Strasen et al. 2014).

En Espafia predominan inmigrantes de paises latinoamericanos (Ecuador,
Colombia, Argentina y Bolivia), Estados Unidos (México y El Salvador) y
Japon (Brasil y Pert). Adaptado de (Gascon, Bern, and Pinazo 2010).
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Italia es otro de los paises mas afectados con aproximadamente 12,000
personas infectadas. Los informes indican que hasta el 11% de las personas
de origen latinoamericano (PLAO) en ltalia tienen EC, con el nivel més alto
(30%) entre personas de Bolivia (Repetto et al. 2015).

Segun Gascon y colaboradores, Canada y Australia, también tienen un
nimero considerable de inmigrantes de paises endémicos que totaliza
100,000 y 80,579, con un estimado de 1,789 y 1,392 casos de infeccion
por T. cruzi, respectivamente (Gascon et al. 2010; Lidani et al. 2019)

Por otro lado, Japon con 371,700 latinoamericanos, con un 84% procedentes
de Brasil, y un numero estimado de 3.592 con infeccion por T. cruzi
(Figura 1.2) (Gascon et al. 2010; Nishimura et al. 1997; Ueno et al. 1995).
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Figura 1.2.- Prevalencia de la Enfermedad de Chagas en Europa, Australia, Nueva
Zelanda y Japén. Tomado de (Lidani et al. 2019).

La EC se transmite naturalmente a través de triatominos. Dado que estos
insectos no estan presentes en Europa, la transmisién a través de la
donacion de sangre se consideran como la principal fuente de posibles

infecciones en el continente (Strasen et al. 2014). Dado que la posibilidad
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de que la transmision por vectores pueda ocurrir en Europa o en otros
continentes por triatominos autoctonos se considera remota, es sin embargo
factible que el riesgo de transporte accidental de especies domésticas
latinoamericanas de triatominos. (Schmunis and Yadon 2010; Schofield,
C.J., Grijalva, M.J., Diotaiuti 2009). La EC todavia se considera una
enfermedad exdtica en la mayoria de los paises europeos. Hasta ahora, solo
Espafia, Francia y el Reino Unido han implementado un programa de
deteccion de donantes de sangre potenciales enfermos de la EC (Gascon et
al. 2010; Strasen et al. 2014).

1.4.  Enfermedad de Chagas en Panama.

Rhodnius pallescens y Triatoma dimidiata se consideran los principales
vectores de T. cruzi en Panam@, pero R. pallescens presenta mayor eficiencia
en la transmision de la EC en ecosistemas intervenidos por el hombre,
debido a un mayor grado de asociacion con la palma real (Attalea
butyracea), que se considera un buen indicador ecoldgico de las areas de
riesgo de EC. Por otro lado T. dimidiata transmite T. cruzi de
manera eficiente bajo condiciones selvaticas (Kieran et al. 2017; Rodriguez
and Loaiza 2017; Romanfa et al. 2003; Saldafa et al. 2018). R. pallescens
también se considera que es el principal vector de T. cruzi en infecciones de
humanos y animales en algunas areas de Costa Rica y Colombia, paises
limitrofes con Panam& (Méndez, Sousa, and Turner 1997; Whitlaw and
Chaniotis 1978). La gran biodiversidad que compone el paisaje panamefio,
especialmente en las riveras del canal, ofrece oportunidades a una amplia
lista de hospedadores vertebrados y reservorios para T. cruzi en Panama
(Gottdenker et al. 2011; Rodriguez and Loaiza 2017; Sousa and Dawson
1976; Whitlaw and Chaniotis 1978).
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La EC se conoce en Panama desde 1930, cuando T. cruzi fue aislado por
primera vez en una nifia de 18 meses de edad procedente de la region de
Agua Buena, Chilibre, Provincia de Panama (Sousa and Johnson 1973). En
1965 el Dr. Octavio Sousa, realizd el primer estudio que proporciond
informacidn acerca de la frecuencia y distribucion de la tripanosomiasis en
Panama. Se estudiaron a 10,570 personas pertenecientes a nueve provincias
maés la region de San Blas, mediante examenes directos y hemocultivos. En
este estudio se encontré que T. cruzi y T. rangeli eran mas frecuentes en las
areas rurales de Panama Central, incluidas las provincias de Panama, Colon
y Coclé. En las areas rurales estudiadas en la parte central de Panama las
personas que resultaron con EC positivas, en funcion de la metodologia
casos agudos, el 75% tenia menos de 16 afios. Los tripanosomas sanguineos
se detectaron con mayor frecuencia en nifios de 6 a 10 afios de edad (Sousa
and Johnson 1971). La EC, en Panama, se describe con mayor frecuencia en
areas rurales a ambos lados del Canal, donde las condiciones ecoldgicas y
epidemioldgicas especificas para la transmision de esta zoonosis estan
presentes (Garisto-Risco et al. 2009; Pineda et al. 2008; Sousa and Johnson
1973; Vasquez et al. 2004). En el 2004 se realiz6 un estudio descriptivo,
parasitoldgico y de seroprevalencia en el distrito de la Chorrera, (area central
de Panamd), con caracteristicas ecoepidemioldgicas favorables para la
transmision. Se analizaron muestras de nifios de entre 3y 14 afios de edad,
encontrandose una prevalencia de 2.9% de casos seropositivos para T. cruzi
(Saldana et al. 2005).
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Posteriormente en el 2005 Saldafia y colaboradores iniciaron un estudio
entomoldgico en 4 comunidades en Santa Fé, provincia de Veraguas, donde
encontraron que los vectores predominantes fueron T. dimidiata y R.
Pallescens, con tasas de infecciones mixtas para T. cruzi y T. rangeli,
considerado no patdgeno y con una confirmacion de linaje Tc | para T. cruzi
(Saldaria et al. 2012).

En el 2006 se identificaron nuevas areas de riesgo en la region oriental de
Panam4, con deteccion activa de casos en nifios, especificamente en los
distritos de Chepo y Chiman. Estas nueva localidades de estudio son
consideradas distantes, poco pobladas, con condiciones de extrema pobreza y
sobre todo con la presencia de la palmera Attalea butyracea, como factor de
riesgo dado que constituye un lugar ideal para la reproduccion de estos
insectos (Figura 1.3) (Calzada et al. 2010).

Figura 1.3.- Ecotopos de los ambientes doméstico y selvatico en la regién de Chararé,
Distrito de las Margaritas de Chepo. (autor: Alexa Prescilla, 2019).
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Panama es un pais pequefio (con aproximadamente 75,517 kilébmetros
cuadrados), comparado con otros paises de Centro América tambien
endémicos, en donde existen areas rurales remotas con condiciones
ecoldgicas y socioecondmicas viables adecuadas para la transmisién de la
EC (Saldana et al. 2012).

En Panamd, a pesar de una prevalencia relativamente baja (1%-3%) en
comparacion con otros paises de América del Sur, se reconoce como un
problema de salud puablica en varias regiones del pais (Garisto-Risco et al.
2009). Segun la OPS, en Panama hay hasta el 2011, alrededor de 21,000
casos de Chagas con una seropositividad estimada de 0.01 %. (OPS 2006).
Se considera que esta parasitosis es la primera causa de miocarditis en
Centroamérica y Suramérica, y la segunda causa de insuficiencia cardiaca en
algunos paises de esas regiones. Se postula que en Panama sus formas
clinicas muestran un curso mas benigno que el observado en otros paises
(Sousa 1972).

En Panama, a pesar de que no se presentan las formas graves
gastrointestinales, existe regiones endémicas especificas con pacientes
asintomaticos que presentan formas clinicas cardiotrépicas predominantes a
los cuales se les debe dar seguimiento y tratamiento (Sousa et al. 2006).

En este contexto, un estudio realizado en Panama a 61 pacientes con EC
cronica, se encontrd predominio de las formas cardiacas (conduccion
aberrante ventricular, bradicardia sinusal, hipertrofia ventricular izquierda,
agrandamiento del corazén) en las fases agudas y crdnicas, sin haberse
hallado patologias gastrointestinales (Garisto-Risco et al. 2009).

Desde los primeros estudios patoldgicos realizados en Panama no hay

evidencia de megaes6fago y megacolon (Blandon 1969).
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1.5.  Agente etioldgico.
1.5.1. El parasito.

T. cruzi es un protozoo flagelado que se encuentra en la sangre circulante de
los pacientes y de los reservorios en forma de tripomastigote, el cual se
transforma en el interior de las células en la forma amastigote, estadio
intracelular obligado que carece de flagelo (Jackson, Quail, and Berriman
2008).

T. cruzi se clasifica en el subfilo Mastigophora, orden kinetoplastida, que se
caracteriza por tener ADN extranuclear en la mitocondria de la célula que se
conoce como cinetoplasto. Pertenece a la familia Trypanosomatidae, dentro
de la cual se adopté el subgénero Schizotrypanum para designar a los
tripanosomas que se multiplican intracelularmente en los vertebrados, el
nombre toxondémico completo es Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi
(Fridberg, Buchanan, and Engman 2007; Jackson et al. 2008).

1.5.2. Etapas de T. cruzi.

El ciclo de vida de Trypanosomaspp involucra muchas etapas
morfolégicamente distintas, mas de lo que se describe para cualquier otro
género en Trypanosomatidae (Hoare and Wallace 1966).

Amastigote: Miden entre 2-4 um, presentan una forma esférica u ovalada no
movil (carecen de flagelo), el Cinetoplasto se encuentra en la parte anterior
cerca al nucleo y su division se da por fision binaria. Es el estadio de
localizacion intracelular se replica en las células del mamifero dependiendo
de las diferentes cepas, formando pseudoquistes o nidos de amastigotes
(Figura 1.4).
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Figura 1.4.- (a) Amastigote extracelular de T. cruzi liberando microvésiculas (Bonfim-
Melo et al. 2018). (b) Amastigotes que interaccionan con las microvellosidades de la
superficie de una célula Hela (Ferreira et al. 2012).

Epimastigote: Son formas de reproduccion en el intestino del insecto y no
infectivas. Miden entre 20-40 x 2um, presenta una forma fusiforme o
elongada, el Cinetoplasto se encuentra localizado centralmente anterior al
nucleo, el flagelo surge de la mitad del parésito, que se encuentra delante del
nucleo, en la membrana citoplasmatica, dando la imagen de una membrana
ondulante corta, liberandose por el extremo anterior. Como se ha indicado
son las formas reproductivas en el tracto digestivo de los insectos vectores y
en los medios de cultivos. Los epimastigotes migran al intestino posterior
donde se diferencian en tripomastigotes infectivos metaciclicos, que se

excretan con las heces del insecto vector (Figura 1.5) (Katzin et al. 1983).
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Figura 1.5.- (a) Epimastigotes de T. cruzi, durante la metaciclogénesis con flagelo que
emerge de la porcion anterior del cuerpo celular (flecha). (b) Epimastigote sometido a
estrés nutricional durante 2 h. ¢ Epimastigote con flagelo que emerge de la mitad del
cuerpo celular (flecha). Tomado de (Gongalves et al. 2018).

Tripomastigote: Las formas tripanomastigotes existen de dos tipos: las
formas metaciclicas y las sanguineas o derivadas de células después de la
infeccion y multiplicacion. Las primeras miden entre 20-25 um son las
formas a las que se diferencian los epimastigotes que se encuentran en la
porcién distal del intestino y recto del vector, tiene forma alargada, con un
flagelo més largo que los epimastigotes, la membrana ondulante se observa a
lo largo del cuerpo del parasito y surge libremente en el extremo posterior
(Figura 1.6). Posee un ndcleo grande y central, su cinetoplasto es de gran
tamafo y de forma esférica, ubicada por detras del nicleo. Se encuentra en la
sangre de los mamiferos y es la principal etapa infectante. Las formas
tripomastigotes son infectivas pero sin capacidad de multiplicacién. Los
tripomastigotes del torrente sanguineo en el huésped mamifero, que se

encuentran en la sangre del huésped vertebrado de mayor anchura de cuerpo
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y de medidas variables dependiendo de la cepa que se trate (Alberto Toso,
Felipe Vial, and Galanti 2011; Katzin et al. 1983).

Figura 1.6.- (A) Tripomastigotes de T. cruzi analizados por SEM. Tomado de (Neves et
al. 2014).

1.5.3. Ciclo de Vida.

El ciclo de vida de T. cruzi se inicia cuando un triatomino portador del
parasito se alimenta de un mamifero, ingiere sangre y simultdneamente
defeca. En las heces del insecto, se encuentran los tripomastigotes
metaciclicos que penetran por el lugar de la picadura o por erosiones de la
piel y son fagocitados fundamentalmente por macréfagos. En la célula
hospedadora, el tripomastigote penetra hasta ser envuelto en una vacuola
parasitofora, de la cual escapa alojandose en el citoplasma, en donde se
diferencia en amastigote que se divide por fision binaria. Esta forma celular
inicia numerosos ciclos de division, ocupando el citoplasma de la célula
hospedadora. Posteriormente los amastigotes se diferencian a tripomastigotes

altamente moviles, que son liberados al torrente sanguineo desde donde
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infectan otras células. Estos tripomastigotes sanguineos, cuando son
ingeridos por triatominos, se diferencian en el intestino anterior a
epimastigotes que se dividen por division binaria y migran hacia el intestino
posterior del insecto (Figura 1.7). Cuando alcanzan el recto se adhieren a la
pared mediante su flagelo diferenciandose en tripomastigotes metaciclicos,
en un proceso conocido como metaciclogénesis. Una vez que se desprenden
de la pared intestinal, son eliminados por las heces del triatomino, cerrando
el ciclo de vida (Alberto Toso et al. 2011; Alves et al. 2017; Diaz and
Gonzélez 2014).

Triatomine vector takes a blood meal

and ingests trypomastigotes Trypomastigotes differentiate into

epimastigotes, which replicate in midgut

Epimastigotes e )

differentiate into .
Trypomastigotes ?lypoma'stigotes 2
Infect other celis in the hindgut

llular amastigotes and are excreted
4 : in the feces
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into tryp B
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Human
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Figura N° 1.7.- Ciclo de vida de T. cruzi. Tomado de (Bern 2015).
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1.6. Vectores de la Enfermedad de Chagas.

Los triatominos son insectos hematofagos que se alimentan de la sangre de
vertebrados de diferentes taxones, pero ocasionalmente también pueden
tomar liquidos de huéspedes invertebrados, incluidos otros insectos incluidos
de su misma especie (Guarneri and Lorenzo 2017).

En el proceso de desarrollo de T. cruzi en triatominos y su domiciliacion se
han reconocido mas de 140 especies de triatominos, agrupados en 19 géneros
y 5 tribus. Entre estos, la gran mayoria son salvajes y estan asociados con los
ecotopos de mamiferos y aves; algunos se encuentran dentro de areas
peridomésticas, como gallineros, cerdos y corrales, y algunos se encuentran
dentro de los hogares, lo que constituye vectores importantes para los
humanos. Entre este Gltimo grupo se encuentra Triatoma infestans en el cono
sur de América y Rhodnius prolixus en la Region Andina y en Ameérica
Central (Coura, Vifas, and Junqueira 2014)' (Catala et al. 2004).

El grupo pallescens, compuesto por R. pallescens, R. colombiensisy R.
ecuadoriensis, también se denomina grupo transandino o pacifico porque su
distribucion geogréfica esté restringida basicamente a las regiones costeras
de Ecuador, Colombia, Panama y Costa Rica (Abad-Franch et al. 2009;
Flores-Ferrer et al. 2018). Rhodnius pallescens habita en palmeras,
como Attalea butyracea y Cocos nucifera, y esta ampliamente distribuido en
América Central y Colombia en diferentes condiciones climaticas y zonas
ecologicas (Figura 1.8) (Diaz et al. 2014; Flores-Ferrer et al. 2018;
Gottdenker et al. 2011).

Los triatominos pueden ingerir formas tripomastigotas de T. cruzi cuando se
alimentan de la sangre de mamiferos infectados. EI desarrollo deT.
cruzi ocurre exclusivamente en el tracto intestinal de estos insectos, la

infeccion del insecto ocurre en dos fases distintas, la primera restringida al
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intestino medio anterior, donde las poblaciones de paréasitos entran en un
periodo de regresion con una prevalencia de formas epimastigotes y una
segunda fase que se desarrolla en el intestino medio posterior y la ampolla
rectal, en la que los parésitos entran en un periodo multiplicativo en la
primera porcion seguido de la generacién de tripomastigotes metaciclicos en
el recto (Figura 1.9) (Diaz et al. 2014; Guarneri and Lorenzo 2017).

/i\ T. sanguisuga
(
\

T. protracta L R. pallescens

R. prolixus
R. robustus
T barberi / ‘
arberi ; [ b, : / \ P. geniculatus
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T. ecuadoriensis

P. herreri
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T. infestans
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Figura 1.8.- Distribucion espacial de las principales especies de vectores triatominos
(areas sombreadas). Los paises endémicos de la EC estan coloreados de acuerdo a su
(s) contribucion (es) a los principales programas regionales de control iniciados en la
década de 1990-2000. Los circulos verdes, amarillos y rojos representan poblaciones
de triatominos susceptibles, resistentes y altamente resistentes a insecticidas. Tomado
de (Flores-Ferrer et al. 2018).
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El sistema digestivo de los insectos esta compuesto por tres porciones
distintas que difieren en contenido: un intestino anterior forrado con una
cuticula continua que cubre la superficie del cuerpo; un intestino medio cuyo
epitelio estd compuesto por células cubicas o columnares;y un intestino

posterior (recto) con un revestimiento cuticular delgado.

Figura 1.9.- Representacion esquemética del desarrollo de Trypanosoma cruzi dentro
del triatomino. (A)Tripomastigote de sangre; (B)Tripomastigote y formas
intermedias; C - Formas intermedias y epimastigotes; D - tripomastigotes
metaciclicos; AM - intestino medio anterior; PM - intestino medio posterior; R — recto
Tomado de (Guarneri and Lorenzo 2017).

En los triatominos, el intestino medio se divide en dos porciones: el intestino
medio anterior (estbmago, AM) donde se almacena la sangre y el intestino
medio posterior (PM) donde se produce la digestion (Guarneri and Lorenzo
2017).

En el estomago, la mayoria de los tripomastigotes del torrente sanguineo
ingeridos se diferencian en epimastigotes, la etapa replicativa principal, asi
como en algunos esferomastigotes. Después de pasar al intestino delgado y
al recto, los epimastigotes se dividen repetidamente. En el intestino delgado
se adhieren a las membranas perimicrovillar de las células intestinales
(Garcia et al. 2007). ElI crecimiento de la poblacién depende de la

combinaciéon T. cruzi / vectores, pero en infecciones antiguas (es decir,
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aproximadamente 2 meses después de la infeccion) el mayor ndmero de
parasitos generalmente se encuentra en el recto. Después de la unién a la
capa de cera de la cuticula rectal por interacciones hidréfobas, los
epimastigotes se transforman en tripomastigotes metaciclicos no replicativos
pero infecciosos (Kollien and Schaub 2000) . Los porcentajes de estos
tripomastigotes en la poblacién rectal aumentan hasta un 50% (Schaub
1989). Finalmente, todas las etapas se eliminan en las heces y la orina, pero
solo los tripomastigotes pueden infectar al huésped mamifero (Garcia et al.
2010).

1.7. Reservorios.

Se han descrito mas de 100 reservorios salvajes de T. cruzientre
marsupiales, murciélagos, carnivoros, lagomorfos, roedores y primates no
humanos. Entre los reservorios domésticos, es importante destacar perros,
gatos, ratas domeésticas, ratones y cobayas, en paises donde se crian en
casas. Tambien se ha encontrado que otros animales, como los cerdos y los
caprinos, estan infectados. Las aves, los reptiles y los peces no se infectan
porque tienen componentes en el suero "lisinas” que destruyen T. cruzi
(Coura and Dias 2009).

En la naturaleza, T. cruzi mantiene ciclos silvestres, peridomésticos vy
domeésticos. Este Gltimo se mantiene por medio de triatominos sinatropicos o
domesticados que transmiten la infeccion de animales domésticos a humanos
y también entre humanos. El ciclo salvaje es enzodtico y es mantenido por
triatominos y animales salvajes, mientras que el ciclo peridoméstico se
originG a partir del ciclo salvaje y mantiene la infeccion entre animales
domésticos en areas que rodean las viviendas humanas a través de la accion

de triatominos peridomésticos, y ocasionalmente a través de intercambios
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con el ciclo salvaje (perros y gatos que cazan animales salvajes, y animales
salvajes, como ratas y Didelphis, que invaden areas que rodean las viviendas
humanas) (Figura 1.10) (Coura and Dias 2009).

T. cruzi comparte un doble ciclo entre vertebrados e invertebrados en el
mismo huésped mamifero, Didelphis marsupialis, que es el reservorio
silvestre mas importante de este parésito.

RESERVORIOS DEL RESERVORIOS DEL

CICLO DOMESTICO AMBIENTE CICLO SELVATICO
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Figura 1.10.- Reservorios de T. cruzi del ciclo doméstico, peridoméstico y salvatico
(Autor: Alexa Prescilla Ledezma).

1.8. Vias de transmision de la Enfermedad de Chagas.

Existen diversas vias de transmision de T. cruzi adicional a la vectorial,
que incluye transfusiones de sangre, trasplantes de drganos sélidos o de
médula dsea, transmision oral, accidentes de laboratorio, uso de drogas
intravenosas y verticalmente de la madre al feto (Figura 1.11) (Bonney et al.
2019; Kemmerling et al. 2019). Estos mecanismos no vectoriales
representan el modo primario de transmision en paises no endémicos
(Flores-Chavez et al. 2018; Gascon et al. 2010; Organization 2015; Santos et
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al. 2016). La Transmision vectorial de la EC en un 70% de los casos es a
los seres humanos y a mas de 150 especies de animales domésticos (perros,
gatos y conejillos de indias) y mamiferos salvajes (roedores, marsupiales y
armadillos) Aunque se han identificado mas de 130 especies de triatominos,
solo unos pocos son vectores competentes para T. cruzi (Galvao et al. 2003;
Lent and Wygodzinsky 1979; Rassi et al. 2010).

En cuanto a la transmisién oral, Sudamérica registra el mayor nimero de
casos de EC aguda adquirida por via oral en los ultimos 10 afios. Los paises
que han publicado casos son Brasil, Venezuela, Argentina, Colombia,
Ecuador, Bolivia y Guyana Francesa (Filigheddu, Gorgolas, and Ramos
2017).  Los brotes se asociaron con el consumo de alimentos y bebidas
como: carne de animales silvestres infectados, verduras, extracto de cafa de
azucar, pulpa de acai, jugo de goiaba, bacaba, babacu y vino de palma
(Ferreira et al. 2001; J. et al. 2015; Pereira et al. 2009). Algunos estudios
sugieren que los tripomastigotes metaciclicos son mas infecciosos por
contacto oral que cuténea, enfatizando la gravedad de la infeccién oral
(Eickhoff et al. 2013). Por otro lado aproximadamente 13,835 casos de EC
congénita ocurren por afio en paises de Ameérica Latina. La infeccién por T.
cruzi adquirida de forma congénita es responsable de muchos de los casos de
EC en paises no endémicos (Sanchez and Ramirez 2013). Se estima que
aproximadamente 1,7 millones de migrantes de paises endémicos de
América Latina viven en Espafia. La comunidad boliviana, es el grupo mas
afectado por la EC y con mayor numero de mujeres en edad fértil (Sicuri
et al. 2011). La prevalencia de transmision congénita varia del 5 al
10%. Mas del 60% de los recién nacidos con infeccion congénita son
asintomaticos o no presentan manifestaciones clinicas especificas (Bern,
Martin, and Gilman 2011; Messenger and Bern 2018).
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Por otro lado, la primera descripcion de la transmision de la infeccién por T.
cruzi através de transfusiones de sangre fue hecha en 1936 por Salvador
Mazza en Argentina. Esto se confirmd mas tarde entre 1949 y 1952 en Brasil
(Gomez, Gutierrez, and Pefiuela 2019).

En el 2006 la OPS realizd un estudio para medir la carga de la EC en Las
Américas por las diferentes vias de transmision, en una poblacion de
531,432,850 personas y se encontré que el nimero de donantes de sangre
que dieron positivo para T. cruzi en serologia fue de 5.314.329 (Gomez et al.
2019). En América Latina, la transfusion es una importante via de contagio,
alrededor del 12 al 48% de las personas infectadas por transfusion
desarrollaran la enfermedad (Schmunis 1999).

Sin embargo, la infeccion por trasplante de rifion se produjo por primera vez
en la década de 1980. Ultimamente se han notificado otros casos tras
trasplantes de rifion, pancreas, higado, corazon y médula 6sea (Chocair et al.
1981).

En cuanto a los accidentes de laboratorio, la mayoria ocurren debido a la
falta de personal capacitado en el manejo de muestras contaminadas, falta de
proteccion 'y bioseguridad, 0 manejo incorrecto de equipos e
instalaciones (Dias and Neto 2011a). Se han reportado algunos accidentes en
laboratorios clinicos durante la manipulacion de la sangre infectada de
pacientes con EC, mientras que otros accidentes han ocurrido en laboratorios

de investigacion experimental (Dias and Neto 2011b).
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Figura 1.11.- Vias méas comunes de transmision de la Enfermedad de Chagas. Tomado
de (Bonney et al. 2019).

1.9 Manifestaciones Clinicas de la Enfermedad de Chagas.
1.9.1. Fase Aguda.

La mayoria de los casos de infeccidn aguda por T. cruzi se atribuyen a los
triatominos, el insecto vector que transmite el protozoo. Puede aparecer una
lesion cutanea indurada de tipo retardado en la puerta de entrada del paréasito
en huéspedes inmunocompetentes, pero no en pacientes inmunodeprimidos

que carecen de una respuesta inmunitaria mediada por células. La infeccion
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aguda en este ultimo caso pasa desapercibida por el paciente y / o por el
médico en ausencia de signos y sintomas diagnosticos (Teixeira et al. 1978).

La fase aguda suele ser levemente sintomatica y, a menudo, se diagnostica
errbneamente como una enfermedad febril de la infancia. La infeccidon aguda
grave ocurre en aproximadamente el 1% de los pacientes y se manifiesta por
fiebre, escalofrios, erupcion cutanea, anomalias de la funcion hepatica,
miocarditis aguda, derrame pericardico, insuficiencia cardiaca aguda y / o
meningoencefalitis. La fase aguda de la enfermedad dura aproximadamente 2
a 3 meses y evoluciona gradualmente hacia la etapa indeterminada de

enfermedad crénica (Tanowitz et al. 2015).
1.9.2. Fase indeterminada.

El individuo infectado crénicamente sigue siendo una fuente de por vida del
pardsito como reservorio de fase indeterminada. Aproximadamente el 70 %
de las personas infectadas por T. cruzi llevan una vida normal sin desarrollar
secuelas adversas de la infeccion y un tercio de todas las personas con
infecciones indeterminadas desarrollardn la EC crénica (Figura 1.12)
(Bonney et al. 2019). La fase indeterminada de la infeccion se ha definido
con base en los criterios de (i) prueba positiva de anticuerpos IgG especificos
y / 0 demostracion parasitoldgica; (ii) ausencia de sintomas y signos de la
EC; (iii) ausencia de anomalias en el ECG; (iv) tamafio regular del corazon,
el esofago y el colon por radiografia. Usando estos criterios,
independientemente del &rea geografica donde se hayan realizado los
estudios de campo, se ha estimado que dos tercios de los individuos
infectados con T. cruzi permaneceran en esta condicion durante sus vidas
econdmicamente productivas. Por tanto, la mayoria de los pacientes con
infecciones indeterminadas tienen entre 20 y 50 afios de edad (Macédo
1999).
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1.9.3. Fase Cronica.

Décadas después de la infeccion primaria, entre el 20% y el 40% de los seres
humanos infectados con T. cruzidesarrollaran afectacion organica
detectable, como miocardiopatia (20% -30%) o manifestaciones
gastrointestinales (15% -20%) o ambas (10 %) (Prata 2001).

Los pacientes pueden sufrir muerte cardiaca subita, fenémenos
tromboembdlicos, sincope e insuficiencia cardiaca congestiva (ICC). Los
signos y sintomas de afectacion cardiaca incluyen principalmente
alteraciones eléctricas y mecanicas; bradicardia sinusal, arritmias auriculares
y ventriculares; trastornos de la conduccion auriculoventricular e
intraventricular, como bloqueo de rama derecha y / o bloqueo fascicular
anterior izquierdo (Rojas et al. 2018);y cambios ST-T.Las imagenes
cardiacas muestran anomalias regionales en el movimiento de la pared,
aneurismas apicales, trombos murales con potencial embolico y
miocardiopatia dilatada con FEVI reducida (Figura 1.12) (Echeverria et al.
2020; Nunes et al. 2018).

Las principales manifestaciones potencialmente mortales de la enfermedad
cardiaca cronica son la insuficiencia  cardiaca, arritmias y
tromboembolismo. Las anomalias del ECG son acumulativas con el tiempo y
se vuelven mas frecuentes a partir de los 20 afios posteriores a la infeccion

aguda.
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Illustration of the most common findings in patients with Chagas cardiomyopathy.
PVC indicates premature venticular contraction, RBBB, right bundle-branch block, and V1

venticular tachycardia.

Figura 1.12.- Illustracion de los hallazgos mas frecuentes en pacientes con
miocardiopatia chagésica. Tomado de (Nunes et al. 2018).

El tiempo promedio desde la infeccion aguda y el desarrollo de lesiones
cronicas graves de Chagas se ha estimado en 28 + 7 afios (Prata 2001). Sin
embargo, la miocardiopatia de Chagas progresa rapidamente hacia la muerte
no mas de 5 afios después de los signos de insuficiencia cardiaca. Un

hallazgo comun en la muerte por insuficiencia cardiaca es el infarto cerebral
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como consecuencia de un trombo desprendido del ventriculo izquierdo

(Teixeira, Nascimento, and Sturm 2006).

1.9.3.1. Formas digestivas.

Los trastornos gastrointestinales se encuentran entre las manifestaciones
clinicas més comunes de la EC cronica. La afectacion digestiva,
caracterizada por la presencia de megacolon o megaesofago, ocurre en
aproximadamente 10% de los casos, pero su prevalencia parece variar segun
el origen geografico de los pacientes y la cepa del parésito (Pérez-Ayala et
al. 2011).

Los pacientes con enfermedad digestiva pueden quejarse de dificultad para
tragar y regurgitacion de alimentos, sintomas clinicos relacionados con
megaesdfagos. Alternativamente, algunos se quejan de estrefiimiento debido
a un bolo fecal en la ampolla rectal como resultado del megacolon. El
megaesofago y el megacolon se ven con frecuencia en areas endémicas.
Estas condiciones “mega” pueden afectar a pacientes de forma individual e
independiente, en asociacion entre si 0 en asociacion con enfermedades
cardiacas. ElI megaesofago puede manifestarse clinicamente en los
chagésicos desde los 2 afios 0 en cualquier momento de la vida, aunque la
mayoria de los casos se observan en hombres de entre 20 y 40 afios (Figura
1.13). La enfermedad se manifiesta por disfagia, pirosis, hipo, regurgitacion
de alimentos y aumento de la salivacion. Este cuadro clinico asocia
megaesdfago chagasico y caquexis resultante de la dificultad para comer
(Teixeira et al. 2006).

El megacolon se ve considerablemente mas tarde en el curso de la EC en
comparacion con el megaesdfago. EI sintoma principal del megacolon
chagésico es el estrefiimiento. La retencion progresiva de bolo endurecido
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conduce a la dilatacion y engrosamiento de las paredes del colon, por lo
general comprometiendo el colon sigmoide y el recto. La dificultad para
pasar el bolo conduce a la dilatacion de los intestinos restantes, al aumento
de las deposiciones, al dolor y al sufrimiento fisico constante (Teixeira et al.
2006).

70%

Indeterminate

~10%

Gastrointestinal megadisease

20-30%
Cardiomyopathy

Figura 1.13.- Infeccion crénica por T. cruzi. Tomado de (Bonney et al. 2019).

El resultado de la enfermedad esta determinado por una interaccion muy
compleja entre la virulencia de lacepa de T. cruziy la susceptibilidad
genética del individuo, y tanto la virulencia del parésito como la

susceptibilidad del huésped varian con la combinacion parasito-huesped. Es
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decir, una cepa de parasito puede ser mas virulenta para un huesped que para
otro, y un huésped puede ser mas susceptible a una cepa de parasito que a
otra. Ademas, esta diversidad en la especie T. cruzi también se extiende al
diagnostico y la susceptibilidad a los farmacos (Zingales 2018). Las
respuestas inmunitarias innatas y adaptativas pueden contribuir al dafio
cardiaco y aumentar el riesgo de insuficiencia cardiaca al inducir inflamacion
sostenida, fibrosis y dafio por estrés oxidativo, lo que lleva a la alteracion de
las miofibrillas, necrosis de miocitos, disfuncién microvascular, disfuncion

autonomica e hipertrofia y fibrosis cardiaca (Figura 1.14).

B cell

\ Inflammation
/ Autoantibodies
e c Dysautonomia

Hypertrophy

Heart Myocyte destruction
el Microvasculopathy

Aneurysm  Arrhythmia

Figura 1.14.- Patogenia de la cardiopatia Chagasica: (a) Una variedad de células,
incluido el pardsito T. cruzi, se infiltran en el miocardio, que desarrolla (b)
Histopatologia caracterizada por infiltraciones de células mononucleares, edema
destruccion de miocitos y fibrosis. Los parasitos no se observan en la infeccion cronica.
(c) Diversos mecanismos conducen a una disfuncion cardiaca progresiva que progresa
a insuficiencia cardiaca durante la infeccién por T. cruzi. Tomado de (Bonney et al.
2019).
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Por tanto, el resultado de la infeccion es el resultado de la culminacion de
muchos procesos. Al final, el objetivo final de T. cruzi es el mismo que para
cualquier otro patdgeno: replicarse y persistir en su huésped humano hasta

que pueda transmitirse a otro huésped (Bonney et al. 2019).

1.10. Inmunomodulacién de la respuesta inmune frente a T. cruzi en la

enfermedad de Chagas.

El éxito de la infeccion de T. cruzi se debe a una variedad de estrategias que
utiliza para escapar de los efectos de la inmunidad tanto innata como de la
adquirida. Un paso crucial ocurre durante los primeros minutos de la
infeccion cuando los tripomastigotes necesitan evadir el ataque litico del
complemento (Barbosa et al. 2017).

Tanto la respuesta inmunitaria humoral como la celular son esenciales para
el control de los parésitos (Michailowsky et al. 2003). En este contexto, la
respuesta del huésped utiliza varias estrategias para eliminar el paréasito
incluyendo la activacion del complemento (Evans-Osses et al. 2014), la
opsonizacién, la produccién de anticuerpos especificos, y la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (Voltarelli et al. 1983). EI complemento
es parte de la inmunidad innata que actla en la primera linea de defensa del
huésped contra patdgenos. Comprende mas de 35 proteinas y puede ser
activada por tres vias: lectina, clésica y alternativa (Lidani et al. 2017).

Las formas tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi no solo implican la
expresion de moléculas reguladoras en la superficie del parasito, sino que
también inducen vesiculas derivadas de la membrana (microvesiculas) de las
células huésped, lo que afecta la formacidn y activacion de la convertasa C3
(C4b2a), y resulta en la inhibicién de activacion del complemento, aumento
de la supervivencia del paréasito e invasion de células eucariotas (Cestari et
al. 2012).
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La patogenia de la EC cronica sintomatica ain no se comprende
completamente. Algunas hipotesis se basan en la respuesta directa del
sistema inmunoldgico contra los tejidos infectados. Segun estas hipdtesis,
una respuesta inmune eficiente podria resultar en la reduccién sustancial del
numero de parasitos con menor dafo tisular y ausencia de manifestaciones
clinicas en pacientes asintomaticos. Por otro lado, una respuesta inmune
ineficiente favoreceria la persistencia del parasito en los tejidos con la
consiguiente lesion y fibrosis (Bonney and Engman 2015).

Por otro lado, las microvesiculas derivadas tanto de las células huésped como
de T. cruzi pueden fusionarse, favoreciendo asi la invasion de las celulas
huésped y la diseminacion del parasito. Ambos mecanismos interfieren
también en la activacion del complemento. La eliminacion incompleta del
parasito puede conducir a una reactividad inmune que podria provocar dafio
tisular que lleva a la exposicion de neoepitopos y estimulo para la
produccion de autoanticuerpos, desencadenando mecanismos involucrados
en la autoinmunidad en la EC cronica (Mufioz-Saravia et al. 2012).

Ademas, la hipotesis de la autoinmunidad sugiere que el dafio cardiaco,
desencadenado por la persistencia del parasito, conduciria a una
exacerbacién de la respuesta inmune y a la interrupcion de la auto-tolerancia,
lo que resultaria en una reaccion auto inmune. En este caso, la respuesta
autoinmune posiblemente sea la razon del dafio tardio observado en la EC
cronica (Figura 1.15) (De Bona et al. 2018; Mufioz-Saravia et al. 2012). En
la EC la infeccion del miocardio provoca una intensa respuesta inflamatoria
que puede verse como una "espada de doble filo". Aunque es necesaria para
el control de la proliferacion de parasitos, la inflamacion da como resultado
dafio tisular que conduce a fibrosis miocardica y remodelacion cardiaca
(Teixeira, Gazzinelli, and Silva 2002). La respuesta proinflamatoria que se

produce incluye, pero no se limita a, secrecion de citocinas y quimiocinas
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Thl, eicosanoides y endotelina-1 durante lainfeccion porT. cruzi.
Se activan las células que participan en las respuestas inmunitarias innatas y
adaptativas, incluidas las células dendriticas, los macrofagos, las células
TCD4+y CD8+, las células T citotdxicas y las células B productoras de

anticuerpos liticos (Machado et al. 2012).
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Figura 1.15.-Desarrollo de la miocardiopatia y sus mecanismos fisiopatologicos de
autoinmunidad. Tomado de (De Bona et al. 2018) .
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La activacion de CD4 *y CD8 * las células T que sintetizan citocinas Thl
generalmente se correlacionan con el dafio miocéardico, al menos en modelos
experimentales, y pueden ser moduladas por IL-17 y células reguladoras T
(Machado et al. 2012). Durante la infeccion aguda, las células
mononucleares producen niveles altos de IFN- y, TNF-a e IL-6 (Tanowitz et
al. 2015).

La infeccion por T. cruzi induce una respuesta inmunitaria compleja que
involucra efectores y mecanismos reguladores. Es por eso por lo que el
control de la infeccion requiere una fuerte respuesta inmunitaria humoral y
celular; por lo tanto, el resultado de la interaccion huésped-parésito en las
primeras etapas de la infeccion es extremadamente importante. Un evento
critico durante este periodo de la infeccion es la respuesta inmune innata, en
la que el papel del macrofago es vital. Asi, después de ser fagocitado, el
parasito puede desarrollarse intracelularmente; sin embargo, durante
periodos posteriores, estas células inducen su eliminaciébn mediante
metabolitos toxicos. A su vez, a medida que avanza la infeccion, los
mecanismos de respuesta inmunitaria adaptativa se activan a través de las
respuestas Thly Th2 (Basso 2013).

También se ha publicado recientemente que en la infeccion por T . cruzi, se
bloquea la expresién de las subunidades del inmunoproteasoma de la célula
huésped, la proteina activadora del proteasoma PAZ28b, el transportador
asociado con presentacién de antigenoTAP1 y la molécula del MHC de clase
| mediante un control postranscripcional desconocido (Caccia et al.
2013). Esto indica que los tripomastigotes liberan proteinas y/u otras
moléculas en respuesta a procesos causados por o después de la induccion de
diferenciacion. El repertorio de proteinas secretadas/excretadas (aqui

genéricamente denominado exoproteoma) juega un papel importante en la
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homeostasis, la respuesta inmune, el desarrollo, la proteodlisis, la adhesion, la
proliferacion celular, la diferenciacion celular, la morfogénesis y la
comunicacion celular (Mandacaru et al. 2019). Ademas, las proteinas
secretadas / excretadas representan aproximadamente el 10% de las proteinas
codificadas por un genoma (Buschiazzo et al. 2012). Los tripomastigotes son
capaces de liberar EVs membranosas llenas de estas proteinas, como las
trans-sialidasas (Buschiazzo et al. 2012). Son estas vesiculas extracelulares
las que han demostrado estar implicadas en la patogenia de EC al
incrementar el parasitismo cardiaco y la inflamacion (Mandacaru et al.
2019).

1.11. Linajes de T. cruzi.

La variabilidad de T. cruzi ha sido estudiada por multiples grupos de
investigacion utilizando diferentes estrategias biol6gicas, bioquimicas y
moleculares dirigidas a diversos marcadores genéticos, permitiendo la
identificacion de seis unidades discretas de tipificacion (UDT’s) con la
adicion de uno nuevo al que se denomina TcBat originario de murciélagos
(Zingales et al. 2012). Los subtipos de T. cruzi aislados y caracterizados
globalmente se han designado como Tc I, Tc llaa Tc lle (Cura et al. 2010)
(Cura et al. 2015). El concepto de UDT se refiere a un conjunto de
poblaciones que son genéticamente mas similares entre si que a cualquier

otra poblacién (Abras, Gallego, Mufioz, et al. 2016).

Una de las posibles causas de la diversidad de las manifestaciones clinicas de
la EC se ha atribuido a esta alta variabilidad genética y el caracter policlonal
de las poblaciones naturales de T. cruzi (Macedo and Pena 1998). Entre las
diferencias estudiadas se mencionan el histotropismo, la capacidad de

invasion y multiplicacion intracelular, la infectividad del vector, la
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sensibilidad a farmacos, la morfologia de las formas tripomastigotas, el perfil
antigénico y la posible asociacion a patologias (Zingales et al. 2009). La
enorme variabilidad genética encontrada en esta especie favorece la
aparicion de estas "cepas", lo que complica la clasificacion segln su

patologia u otras peculiaridades fenotipicas (Minning et al. 2011).

La distribucion geografica de las UDT es particular, asi como su vinculo con
los reservorios, los ciclos de transmision y los métodos de diagnostico
(Bhattacharyya, Mills, and Miles 2015; Llewellyn et al. 2009).

Geograficamente, Tcl predomina en la region de los Andes, en América
Central y del Norte, México (Breniére et al. 2007; Samudio et al. 2007),
presentando un ciclo de transmision selvética, principalmente entre
marsupiales y triatominos selvaticos (Ceballos et al. 2006; Jansen et al.
1999). Esta UDT también se asocia con infecciones humanas en los Estados
Unidos (Roellig et al. 2008), México, Centroamérica (Bosseno et al. 2002;
Martinez et al. 2013) y el norte de Sudamérica, detectado en pacientes con

miocardiopatias de Venezuela y Colombia (Cuervo et al. 2002; Salazar,

Schijman, and Triana-Chavez 2006; Triana et al. 2006).

Tcl es conocida por presentar una alta diversidad genética y una amplia
distribucion geografica, compatible con una evolucién a largo plazo. Se cree
que los marsupiales son su hospedador mas ancestral y la region del Gran
Chaco Argtina - Bolivia el lugar de su supuesto origen (Breniére, Waleckx,
and Barnabé 2016). Tcll es extremadamente rara en América del Norte y
Central, y se identificO con més frecuencia en los ciclos domésticos que en
los ciclos selvaticos. Tiene una baja diversidad genética y probablemente
haya encontrado refugio en algunas especies de mamiferos. Se cree que se

origina en la zona sur del Amazonas (Lisboa et al. 2015). Tcl y Tcll son las
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representantes de las lineas mas ancestrales que se supone que han dado
lugar a los linajes de 6 unidades de tipificacion discreta (UDT, Tcl-TcVI)
gue ahora componen esta especie genéticamente diversa (Figura 1.16) (Wang
et al. 2021; Zingales et al. 2012).

Figura 1.16.- Distribucion geografica aproximada de las UDT de T. cruzi en los ciclos
de transmisién domeésticos y selvaticos. Tomado de(Zingales et al. 2012).

Tclll y TclV son UDT que no parecen estar presentes en toda el area
endémica. Varios estudios han demostrado que estas cepas son el resultado
de hibridaciones antiguas entre las cepas Tcl y Tcll, que con el tiempo sufren
reordenamientos genéticos, disminuyendo su nivel de heterocigosidad a
expensas del mosaico de genes mitocondriales y nucleares. Tclll y TclV
muestran una diversidad genética sustancial y se cree que estan compuestos
por posibles subgrupos polifiléticos. Incluso se asocian principalmente con
ciclos de transmisién selvatica (Lewis et al. 2011). Las cepas hibridas TcV y
TcVI estan claramente asociados con los ciclos de transmision domésticos

(Brisse et al. 2003). La pronunciada heterocigosidad observada en los
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aislados naturales de TcV y TcVI sugirié que estas UDT son hibridos y se
derivan de Tcll y Tclll (Zingales et al. 2012). Menos del 10% de estas UDT
se identificaron juntas en hospedadores silvestres. Se cree que se originaron
en la region del Gran Chaco, donde son predominantes y donde existen los
originales putativos (Tcll y Tclll). Algunas de estas cepas se han extendido
por grandes areas geograficas a través del modo de propagacion clonal lo que
ha diversificado dichas “cepas” (Tibayrenc and Ayala 1988).

El modelo de “Dos Hibridacién” (Westenberger et al. 2005) y el modelo de
“Tres Ancestros” (de Freitas et al. 2006) incorporan dos eventos de
hibridacion ( Figura 1.17). En el modelo de los “Tres Ancestros”, los dos
eventos de intercambio genético recientes entre Tcll y Tclll producen TcV 'y
TcVI.

A. Two-Hybridization B. Three Ancestor

IAncestral Tec |

[ Tou | [ et |[ren] Telll
\?@
FﬂlTeNITcIII|| v |[Tevt | [ e | [ et |[ en | [ Tev | [revt |[rem ”TclVl
Homozygous Heterozygous Heterozygous
hybrids hybrids hybrids

Figura 1.17.- Comparacion de (A) los modelos de Dos Hibridacion y (B) los Tres
Ancestros para los roles del intercambio genético durante la evolucion clonal de T.
cruzi. Tomado de (Zingales et al. 2012).

El modelo de “dos hibridacion” invoca un evento de intercambio genético
antiguo entre Tcl y Tcll, con pérdida de heterocigosidad entre la progenie
para producir Tclll y TclV, seguido de un segundo evento de hibridacion
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mas reciente entre Tcll y Tclll para producir tanto TcV como TcVI
(Zingales et al. 2012).

Existen tendencias en las especificidades del hospedador-UDT, pero en
general parece que la complejidad de los ciclos y la participacion de
numerosos vectores y hospedadores mamiferos en un area compartida,
mantiene la diversidad de UDT (Breniére et al. 2016).

Por otro lado las correlaciones entre UDT / patogenicidad siguen siendo
controvertidas. Clasicamente, Tcll, TcV y TcVI se relacionaron con
enfermedades humanas graves y Tcl, Tclll y TclV se relacionaron con el
ciclo selvatico, pero en la region amazonica, Colombia y Venezuela, los
informes han descrito enfermedades humanas por Tcl, Tclll y TclV. Aunque
diversos estudios han propuesto estas y otras correlaciones, que aln requiere
mayores evidencias (Dario et al. 2016).

Como se ha descrito anteriormente en Panaméa las variantes genéticas
circulante de T. cruzi en vectores y pacientes, requieren mas investigaciones
(Saldaiia et al. 2012; Samudio et al. 2007). En estudios preliminares
solamente se habia detectado T . cruzi Tcl (Brandao et al. 2008; Cura et al.
2010; Sousa et al. 2006). Sin embargo en estudios recientes en muestras de
sangre de pacientes chagésicos cronicos panaméfios, se encontraron
infecciones mixtas de Tcl méas Tcll / V / VI y que se describen por primera

vez en Panama (Ledezma et al. 2020).

1.12. Diagnostico.

El diagndstico de infeccion por T. cruzi se debe realizar utilizando diferentes
metodologias, tomando en cuenta la etapa de la enfermedad. En la fase aguda
de la infeccion, la parasitemia es alta en la circulacion periférica y el

diagnostico de la EC se puede realizar mediante un examen directo de la
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sangre. En contraste, en la fase cronica de la enfermedad, la parasitemia es
transitoria y depende del estado inmunoldgico de cada paciente (Herbert A.
Avila et al. 1991; D’Avila, Lucia Maria C. Galv&o, et al. 2018).

1.12.1. Diagnostico Serologico.

A pesar de que se dispone de numerosos ensayos para diagnosticar la EC,
ningln ensayo se considera el estandar de referencia (Riera et al. 2012).

En la fase aguda de la infeccion, la parasitemia es alta en la circulacion
periférica y el diagnostico de la EC se puede realizar mediante un examen
directo de la sangre. Por el contrario, en la fase cronica de la enfermedad, la
parasitemia es subaparente, transitoria y depende de la respuesta inmune de
cada paciente (H A Avila et al. 1991).

Tanto en pacientes chagasicos indeterminados como determinados, la
parasitemia es tipicamente baja e intermitente y el diagnostico de la
infeccion se realiza mediante pruebas seroldgicas indirectas. Esto es posible
porque se producen altos niveles de inmunoglobulinas especificas de
parasitos tras lainfeccion por T. cruzi (Figura 1.18). Los niveles de
inmunoglobulinas anti - T. cruzi tipo G (IgG) permanecen por encima de los
umbrales de deteccion durante muchos afos, lo que es ventajoso para el
diagnostico serologico de la infeccion (Alonso-Padilla et al. 2019).

Los métodos actuales disponibles para el diagndstico serologico tienen
limitaciones en la sensibilidad y especificidad, especialmente cuando se
aplican para el diagnostico en la fase crénica de la enfermedad (Abras,
Gallego, Llovet, et al. 2016). La principal limitacion de los métodos
seroldgicos es la baja especificidad, debido a las reacciones cruzadas con

otros  tripanosomatidos  presentes en areas endémicas como
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Leishmania sp. y Trypanosoma rangeli (Caballero et al. 2007; D’Avila,
Lucia Maria C. Galvdo, et al. 2018).

Time post (months scale) (decades scale)
infection 2, ,t1 2 3 t4 5.

Levels of

anti-T.cruzi
antibodies
(blue line)

Steady levels of anti-T.cruzi 1gG

Parasitemia Bloodstream circulating Low and intermittent presence
(red line) trypomastigotes of bloodsteam trypomastigotes

Detection Direct (microscopy-based or

Indirect logy-based
methodology molecular amplification) ridiract {serology based)

Clinical Mostly asymptomatic or Silent Cardiac and/or gut severe tissue
Status mild flu-like symptoms progression disruption -30% of patients

Disease Acute stage Chronic stage <Symptomatic>

stage <Indeterminate> » ;1

Cardiomegaly Megacolon

Figura 1.18.- Esquema temporal del diagnéstico de la enfermedad de Chagas y
evolucion del estado clinico. Tomado de (Alonso-Padilla et al. 2019).

El diagnostico seroldgico de la EC se basa con frecuencia en pruebas como
inmunoensayos ligados a enzimas (ELISA), ensayos de inmunofluorescencia
indirecta (IFI) y ensayos de hemaglutinacion indirecta (HAI), que
generalmente emplean epimastigotes de T. cruzi como el antigeno. Siempre
que se seleccionan kits de buena calidad y se sigan las practicas correctas de
laboratorio, se puede lograr buena sensibilidad con cualquiera de las pruebas
mencionadas (Caballero et al. 2007). Las sensibilidades del orden de 95 a
99% se pueden obtener, y éstas se pueden aumentar a 100% mediante el uso
de mas de una prueba. Para evitar las incongruencias de las pruebas

seroldgicas la OPS recomienda aplicar al menos dos técnicas con la finalidad
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de tener un alto grado de confiabilidad, sugiriéndose una tercera prueba en
caso de discrepancia entre ellas (OMS 2002) (WHO Expert Committee on
the Control of Chagas Disease (2000 : Brasilia and Organization 2003). En
algunos estudios se utilizan los métodos de inmunotransferencia con
antigenos excretados-secretados de tripomastigotes (TESA blot) de T. cruzi
como método para el diagnostico de las fases cronica y aguda, asi como de la
EC congénita (en recién nacidos). Las muestras de suero de infecciones
congeénitas y de fase aguda se consideraron positivas cuando reaccionaban
con bandas de antigenos en forma de escalera de 130 a 200 kDa, reconocidas
por inmunoglobulina M (IgM) e anticuerpos IgG, mientras que las 1gG de
sueros de fase cronica reconocian un antigeno de 150 a 160 kDa (Umezawa
et al. 1996).

Otra dificultad que repercute directamente en los tratamientos de los
pacientes es que los métodos seroldgicos siguen siendo positivos durante
varios afos. En la fase cronica de la enfermedad, la reversion serolégica
posterior al tratamiento es inferior al 10%, lo que perjudica la eficacia de la
evaluacion terapéutica (D’ Avila, Lucia Maria C Galvéo, et al. 2018).

En Panama el diagnostico de la EC en fase cronica se hace a través de la
presencia de anticuerpos IgG anti T. cruzi, detectados al menos por dos
técnicas seroldgicas de principios diferentes de preferencia con titulacion. Es
importante que las pruebas comerciales utilizadas no presenten reaccién
cruzada con Leishmaniasis o la infeccion con T. rangeli (paradsito muy
frecuente en Panamd) (Caballero et al. 2007; OPS-MINSA-CSS. 2013). En
la fase aguda, el uso de la IgG para diagnostico requiere de dos muestras de
sangre que permitan comparar la seroconversion (pasar de negatividad a
positividad) o la variacion en tres titulos serolégico (IFI) con intervalo de
minimo 21 dias entre una muestra y la otra. Sin embargo los anticuerpos IgM

son mas Utiles en la fase aguda tardia, tras al menos 30 dias de fiebre y
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examenes de investigacion directa del parasito tuviesen el resultado negativo
(OPS-MINSA-CSS. 2013). La experiencia en Panama en el Instituto
Conmemorativo Gorgas de Estudio de la Salud (ICGES), con el analisis de
PCR para la infeccion chagasica, demuestra con frecuencia resultados
negativos aun con serologia positiva (OPS-MINSA-CSS. 2013). Es
importante destacar que T. cruzitiene una gran diversidad genética y
actualmente se divide en seis genotipos conocidos como unidades discretas
de tipificacion (UDT) (Tcl a TcVI) (Zingales et al. 2012). Los resultados
discordantes entre los ensayos seroldgicos se atribuyen a menudo a
diferencias antigéenicas entre proteinas recombinantes o a los diferentes UDT

de T. cruzi (Guzman-Gomez et al. 2015).
1.12.2. Diagnostico Molecular.

La principal técnica molecular que ha sido utilizada para el diagndstico de T.
cruzi en muestras de sangre de pacientes en fase crénica es la PCR
convencional, basada en el uso de oligonucleotidos sintéticos que amplifican
secuencias especificas de DNA del parésito que presentan una alta
sensibilidad y resultados prometedores, aunque no es factible para una
evaluacion cuantitativa (D’Avila, Lucia Maria C. Galvdo, et al. 2018;
Schijman 2000; Schijman et al. 2011). Esta técnica tiene mucho valor
diagndstico durante la fase aguda, en casos de transmisién congénita, en
pacientes inmunocomprometidos y en el seguimiento post-tratamiento. Sin
embargo, debido a la baja parasitemia durante la fase cronica su sensibilidad
es muy variable y depende grandemente del protocolo utilizado (Schijman
2000; Schijman et al. 2011). Existen diferentes protocolos de PCR basados
en distintas dianas moleculares de amplificacion, solo unas pocas han

resultado con los adecuados indices diagnosticos para T. cruzi. Tabla 1.1.

45



Introduccion

Tabla 1.1.- Protocolos de PCR empleados en el diagnéstico de la EC. Tomado de
(Ferrer 2015).

Ne Diana Cebadores Secuencia cebadores Productos Referencias
1 ADN satélite TCZ1 5-CGAGCTCTTGCCCACACGGOTGCT-Y 188 pb* Moser et al.
195ph TCZ2 F-OCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-Y 1989
2 ADNk 121 SAAATAATGTACGGOTOGAGATGCATGA-3 330 pb Britto er al.
kinetoplasto 122 S-GGGTTCOATTGGGGTTGGTGT-3 1993, 1995
regidn variable
3 ADNk 835 S-ATAATGTACGGGTGAGATGCATG-Y 330 pb Avila et al.
kinetoplasto 536 S-GGGTTCOGATTGGGGTTGOTGT-3 19493
regién variable
4 Sequencia o1 SIGGCTTGGAGGAGT TATTGTGC-3 250 pb Requena er al.
repetitiva nuclear 02 5-AGOAGTGACGGTTGATCAGT-3 19492
esparcida 1025
5 Espaciador Fl1 5 -GOGAGAGGTTCCAGATGT-3 130 pb Gonzilez er al.
intergénico F2 5-GTCGGAGCAGGGACAGC-3 1994
(ITS1)
6 Repeticién Clon Clon6F S -GATGCGCATTTGTTACGA-Y 320 pb Araya et al.
i3 Clon6 R 5-CTGOGCTGGCCTTGTATCC-3 19497
7 Region TelB9Fw2 F-CCAACGCTCCOGGGAAAAC-S 100 pb Chiurillo et al.
subtelomérica TelB9RVE S-GCGTCTTCTCAGTATGGACTT-3 2003
8 Cien Proteina Te2d F S-GACGGCAAGAACGCCAAGGAC-Y 250 pb Taibi et al.
flagelar Tc24 R 5 TCACGCGCTCTCCGGCACGTTGTCY 19495

*ph: pares de bascs

Como se ha mencionado antes, debido a la diversidad genética y multiclonal
de las poblaciones naturales de T. cruzi que ha sido ampliamente descrita por
diferentes grupos de investigacion, utilizando variadas estrategias
bioldgicas, bioguimicas y moleculares dirigidas a diferentes marcadores
geneéticos, ha permitido la identificacion de seis linajes o unidades discretas
de tipificacion (UDT) (lzeta-Alberdi et al. 2016; Macedo and Pena 1998;
Miles et al. 2009; Zingales et al. 2009). En Panamé, Sousa y colaboradores
realizaron un estudio basado en PCR- Multiplex, donde utilizaron la sangre
de personas con diferentes perfiles clinicos de la EC, y encontraron que toda
la poblacién positiva para T. cruzi estudiada en Panam4, correspondia al
linaje Tc-1. Este resultado apoya la hipétesis de que T. cruzi-l predomina en
los ciclos de transmision que afecta la poblacion humana de Panama (Sousa
et al. 2006). Brandao y colaboradores, en estudios a partir de la secuencia

parcial de la region no traducida del extremo 3' del gen de la calmodulina,
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confirmaron que en Panama circula solo la cepa T. cruzi I, tanto en las

personas como en los animales hospedadores (Brandao et al. 2008).

1.13. Tratamiento.

La EC todavia no tiene un tratamiento especifico y eficaz para todas sus
fases a pesar de que la enfermedad se descubrié hace mas de 100 afios. El
desarrollo de farmacos comerciales se ha estancado desde la década de 1960.
A pesar de la disponibilidad de dos medicamentos contra la infeccién
(Benznidazol y Nifurtimox), maultiples factores impiden su efectividad al
100%: (1) La no concienciacion de los pacientes y de los sanitarios; (2) falta
de diagnostico; (3) toxicidad de los medicamentos y ausencia de protocolos
de tratamiento para abordar los efectos adversos; (4) falta de suministro y
distribucion de los medicamentos; y (5) eficacia del farmaco inconsistente
contra la etapa crénica sintomatica de la enfermedad (Alonso-Padilla et al.
2019).

Dado que el Benznidazol es el tratamiento de primera linea para los
pacientes con EC, se requieren estrategias de quimioterapia racionales
basadas en el andlisis critico de la evidencia sobre la relevancia y
aplicabilidad de este farmaco en los diferentes estadios de la enfermedad.
Después de 40 afios de uso clinico, la quimioterapia a base de Benznidazol
sigue siendo el tratamiento de primera linea para los pacientes con EC.
Después del tratamiento con Benznidazol, la cura parasitoldgica a menudo se
ha relacionado con la ausencia de la parasitemia, la serologia y la carga
parasitaria. Por lo tanto, una alta correlacion entre los ensayos negativos
parasitoldgicos, serolégicos y de PCR en el seguimiento posterapéutico a
largo plazo se ha utilizado sistematicamente como marcadores de eficacia
terapéutica (Caldas, Santos, and Novaes 2019).

Desafortunadamente, todavia no se dispone de biomarcadores de progresion
de la enfermedad ni de herramientas estandarizadas para determinar la
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respuesta temprana al tratamiento, lo que complica enormemente el

prondstico y el seguimiento de los pacientes (Pinazo et al. 2014).

1.14. Generalidades de la Exovesiculas (EVs).

Los exosomas, descubiertos por primera vez en 1983 en reticulocitos,
fueron considerados contenedores de basura, restos celulares, ampollas
apoptoticas o signos de muerte celular (Blanc and Vidal 2010; Johnstone et
al. 1987). Durante la ultima década, a los exosomas se les ha dado una
importancia considerable debido a su participacion en la comunicacién
intercelular, particularmente en el sistema inmunolégico (Miller and
Grunewald 2015), interaccion de los exosomas con las células diana
mediante la unidn a los receptores presentes en su superficie, el cambio de
comportamiento de las células, la fusion con las membranas de las células
diana, la liberacion de su propio contenido en el citosol y la internalizacion
dentro de los fagosomas, por lo que se consideran poderosos agentes de
comunicacion celular (Mathivanan, Ji, and Simpson 2010).

La terminologia utilizada para describir estas vesiculas no se ha
estandarizado. Una convencion adoptada es nombrar las vesiculas segun la
fuente de aislamiento en lugar del mecanismo de biogénesis, es decir cuando
las EVs se aislan de biofluidos como sangre, liquido cefalorraquideo u
orina. De esta manera, se han utilizado términos que incluyen
epididimosomas,  argosomas,  vesiculas similares a  exosomas,
microvesiculas, promininosomas, prostasomas, dexosomas, texosomas,
arqueosomas y oncosomas (Al-Nedawi, Meehan, and Rak 2009). Otra
terminologia refleja tanto los diferentes métodos de aislamiento como los
diferentes mecanismos de biogénesis. Por ejemplo, algunas vesiculas

aisladas de biofluidos utilizando los mismos métodos pueden ser
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denominadas exosomas por algunos, microvesiculas por otros, y aun otros
difuminan la diferencia con el término “exosomas / microvesiculas” (Shen et
al. 2011). La fuente subyacente de confusion es que "exosoma" y
"microvesicula" son términos definidos por los bidlogos celulares para
denotar las EVs que surgen a través de mecanismos biologicos especificos
(Akers et al. 2013).

En la Gltima década, las EVs se han reconocido como potentes vehiculos de
comunicacion intercelular, tanto en procariotas como en eucariotas. La
importancia de las EVs reside en su capacidad de transferir informacién a
otras células, lo que influye en la funcion de la célula receptora. Las sefiales
mediadas por EVs pueden transmitirse por todas las diferentes categorias de
biomoléculas (proteinas, lipidos, &cidos nucleicos y azucares), lo que influye
en diversas funciones fisiolégicas y patoldgicas de las células tanto
receptoras como parentales, y esta informacion proporciona protecciéon y la
opcidén de enviar simultaneamente multiples y diferentes mensajes incluso a
sitios remotos y distantes (Yafiez-M¢ et al. 2015).

Las EVs se pueden categorizar de acuerdo a su tamafio, biogénesis o ruta en
que se liberan al medio extracelular. Los exosomas, son exovesiculas en
forma de “copa” o gota de 30-150 nm, liberadas por fusion exocitica de los
cuerpos multivesiculares (MBM) y membrana plasmatica, los ectosomas que
son exovesiculas mas grandes que varian alrededor de 100-1000 nm de
diametro y se liberan directamente de la membrana plasmatica por gemacion
y la tercera categoria, los cuerpos apoptéticos, que son incluso mas grandes
(>1 pum) que provienen de células apoptoticas. Todas estan involucradas en
la sefializacion celular (Dragovic et al. 2011; Gyorgy et al. 2011).
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Recientemente, se ha demostrado que las EVs derivadas de la membrana
plasméatica (PMV) desempefian un papel en varias enfermedades, como el
cancer, la trombosis y las infecciones por patdgenos. Varias células, como
monocitos, linfocitos, eritrocitos, plaquetas y células endoteliales, liberan
PMV. Las PMV se liberan desde la membrana plasmatica celular a niveles

basales, 0 con un estimulo extracelular y un aumento concomitante en el

Ca2" intracelular (Inal et al. 2012).
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1.14.1. Biogenesis de las EVs.

Los exosomas se generan en un proceso que implica la doble invaginacion de
la membrana plasmatica y la formacion de cuerpos multivesiculares
intracelulares (MVB) que contienen vesiculas intraluminales (ILV). En
ltima instancia, las ILV se secretan como exosomas con un rango de
tamafio de ~ 40 a 150 nm de didmetro a través de la fusion de MVB a la
membrana plasmatica y exocitosis (Figura 1.20). La primera invaginacion de
la membrana plasmatica forma una estructura en forma de copa que incluye
proteinas de la superficie celular y proteinas solubles asociadas con el medio
extracelular. Esto conduce a la formacion de novo de un endosoma temprano
(ESE) que, en algunos casos, puede fusionarse directamente con un
endosoma preexistente. La red trans-Golgi y el reticulo endoplasmico
también pueden contribuir a la formacion y al contenido del endosoma
temprano (Willms et al. 2018). Los endosomas tempranos pueden madurar
en endosomas de clasificacién tardia y eventualmente generar cuerpos
multivesiculares intracelulares, que también se denominan endosomas
multivesiculares. Los cuerpos multivesiculares intracelulares se forman por
invaginacion hacia adentro de la membrana limitante endosémica (es decir,
doble invaginacion de la membrana plasmatica). Este proceso da como
resultado cuerpos multivesiculares que contienen varios vesiculas
intraluminales  (futuros  exosomas). Los  cuerpos  multivesiculares
intracelulares  puede fusionarse con lisosomas o autofagosomas para
degradarse o fusionarse con la membrana plasmatica para liberar los ILV
contenidos como exosomas (Kalluri and LeBleu 2020).

La proteina relacionada con Ras GTPasa Rab, Sytenin-1, TSG101 (gen de
susceptibilidad tumoral 101), ALIX (proteina X que interactla con el gen 2
ligado a la apoptosis), sindecan-1, ESCRT (complejos de clasificacion
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endosomal necesarios para el transporte) proteinas, fosfolipidos,

tetraspaninas, ceramidas, esfingomielinasas y SNARE (receptor de proteina
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1.14.2. Contenido de EVs (Cargo).

El contenido proteico de los diferentes tipos de EVs, refleja el de la célula
progenitora y esta enriquecido con ciertas moléculas, como de adhesion,
trafico de membrana, citoesqueleto, proteinas de choque térmico, enzimas
citoplasmicas, proteinas de transduccion de sefiales, citocinas, quimiocinas,
proteinasas y antigenos especificos de células (Ags). Ademas, las EVs
contienen ARN mensajero (ARNm), ARN no codificante (ARNCc) que
incluye  miARN e incluso ADN extracromosomico tal como c-
Myc amplificado (Balaj et al. 2011). Casi todos los tipos de células que se
encuentran en el plasma y en fluidos corporales, liberan EVs incluidas la
leche materna, el semen, la saliva, la orina y el esputo (Robbins and Morelli
2014).

El contenido de proteinas de los exosomas se ha analizado en varios tipos de
celulas y fluidos corporales mediante ME, Western blot, microscopia
electronica e inmunoquimica, entre otras técnicas (Mathivanan, Ji, et al.
2010).

La composicion de las proteinas del exosoma varia segun el tipo de célula de
origen y revela una firma Unica del tejido / tipo de célula (Mathivanan, Lim,
et al. 2010). Un analisis proteémico detallado de diferentes clases de células
encontré grupos de proteinas conservadas en los exosomas a pesar de su

origen celular (Mathivanan and Simpson 2009).
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Figura 1.21.- Representacion gréafica de la composicion de proteinas de los exosomas
categorizados segun la funcion realizada. Tomado de (Mathivanan, Ji, et al. 2010).

1.14.3. Aislamiento y Caracterizacion de EVs.

Se requieren un métodos adecuados y estandarizados de aislamiento y

caracterizacion de EV para profundizar nuestra comprension bioldgica de las

EV y su uso potencial como biomarcadores (Xu et al. 2016).

Hay varios métodos disponibles para la separacion y el enriquecimiento de

EVs de diferentes biofluidos (Figura 1.22). Muchos métodos utilizan

propiedades fisicas especificas de las EVs, es decir, su pequefio tamafio y

baja densidad. Estos incluyen ultracentrifugacion, cromatografia de

exclusiéon por tamafio, centrifugacion en gradiente de densidad y

fraccionamiento de flujo de campo asimétrico, entre otros (Oeyen et al.
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2018). Otros métodos se basan en la precipitacion de las EVs mediante, por
ejemplo, polietilenglicol o protamina (Deregibus et al. 2016). Los métodos
maés avanzados se basan en la afinidad bioquimica que puede combinarse con
tecnologias de microfluidos (Guo, Tao, and Dawn 2018). Los diferentes
métodos independientes o combinados tienen sus ventajas y desventajas, 1o
que da como resultado un rendimiento y una pureza de EVs diferentes que
influyen en los andlisis posteriores (Deville et al. 2021) En este sentido la
ultracentrifugacion sigue siendo, la técnica de aislamiento mas popular para
EVs, independientemente del material de partida utilizado (Gardiner et al.
2016).

La diversidad de fuentes y metodologias impone desafios en la comparacion
de los resultados de las mediciones entre estudios y caracteristicas de la EVs
(Royo et al. 2020).

En cuanto a la caracterizacion de las EVs los métodos existentes podrian
distorsionar nuestra vision de la biologia de los exosomas, comparando
métodos directos para obtener imégenes de vesiculas extracelulares y
cuantificando el impacto de diferentes condiciones de produccion y
almacenamiento en la calidad de las muestras de EVs (Wu, Deng, and Klinke
li 2015).

Las EVs aisladas también suelen contener una mezcla de contaminantes
formada por pequefios organulos, lipidos, colesterol y otras microparticulas
no deseadas (Morales-Kastresana et al. 2017). Es fundamental verificar la
pureza de las muestras de EVs aisladas para validar la precisién de los
resultados experimentales derivados del procesamiento de las muestras. Otra
caracteristica importante de las EVs que debe analizarse es la integridad de la
microparticula aislada. Ademas, las EV se pueden caracterizar para
determinar el tipo de célula a partir de la cual se origind, basandose en la
deteccion de antigenos de superficie de EVs que son idénticos a los
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antigenos de superficie encontrados en su célula de origen. También, la
caracterizacion de las EVs nos permite determinar el nidmero de EVs
liberadas (Carnino, Lee, and Jin 2019). En este sentido la caracterizacion de
EVs individuales es un desafio debido al pequefio tamafio. Los métodos de
andlisis de EVs en total, como la PCR cuantitativa, las transferencias de
Western y la espectrometria de masas, son ensayos de la poblacion general
en una muestra, en lugar de ensayos de EVs individuales o subconjuntos de
EVs. El analisis por citometria de flujo de EVs permiten el estudio de
poblaciones EVs especificos de interés mediante el uso de anticuerpos
ligados a particulas que capturan las EVs para el andlisis, pero sin
informacion a nivel de una sola EVs (Melo et al. 2015). La Microscopia
electronica, el analisis de nanoparticulas (NTA), son métodos utiles para
caracterizar el tamafo y la concentracion de los EVs en una solucion (Arraud
et al. 2014; Morales-Kastresana et al. 2017). Otro enfoque es buscar
especificamente proteinas que son marcadores de las EVs. La transferencia
de Western para marcadores como calnexina o gp96 entre otras proteinas se
ha utilizado junto con las tetraspaninas para este proposito (Webber and
Clayton 2013).
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Figura 1.22.- Técnicas para el aislamiento y caracterizacion de las propiedades
funcionales de las EVs. Tomado de (Gurunathan et al. 2019).

1.14.4. EVs en parasitos.

La mayoria de los paréasitos en alguna etapa de su ciclo de vida dependen de
la capacidad de comunicarse entre si y con sus hospederos, pero los
mecanismos que sustentan esta comunicacion ain estdn aun poco a poco
estudiandose (Coakley, Maizels, and Buck 2015).

En los ultimos afio, las EVs se han mostrado como otro componente de los
productos de secrecion de parasitos que proporcionan un mecanismo
previamente no reconocido para empaquetar y proteger un conjunto de
contenido del parésito para su absorcion e integracion en otras células, que se
forman y descargan como instrumentos de reorganizacion estructural,
respuesta al estrés y supervivencia (Deatheragea and Cooksona 2012).

Se han descrito diferentes EVs en la mayoria de los protozoos parasitos,
incluidos flagelados, esporozoos y microsporidios, y se han detectado en
estadios extracelulares e intracelulares. Ademas de los protozoos, se ha
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demostrado que los helmintos parasitos también liberan EVs (Marcilla et al.
2014; Montaner et al. 2014). La secrecion de EVs se conserva
evolutivamente entre los organismos, y es un proceso celular constitutivo
entre los protozoos parasitos (Deolindo, Evans-Osses, and Ramirez 2013).
Una serie creciente de estudios ha sugerido que los exosomas pueden
vehiculizar moléculas a las células del hospedador y que pueden modular la
respuesta inmune del hospedador (Samoil et al. 2018).

Las EVs se clasifican en funcion de las propiedades bioquimicas vy
proteinas de la superficie de la membrana que utiliza como marcadores (Wu
et al. 2019). Sin embargo existe proteinas de superficie que son comunes a
casi todas las EVs, en eucariotas, CD63, CD9, HSP 70, TSG101, flotilina y
Rab5b son marcadores de exosomas (Jones et al. 2018; Shao et al. 2018).

En consecuencia, en protozoos han descrito en EVs la presencia de proteinas
del citoesqueleto como Actina y tubulina, proteinas de estrés como la
HSP70, HSP90, HSP83 /90 o el factor de elongacion-1 o (EF-1a) asi como
muchas otras proteinas (Figura 1.23), (Ribeiro et al. 2018).

Aunque el mecanismo de secrecion de EVs por tripanosomatidos ain no se
ha aclarado por completo, parece bioquimicamente comparable al de las EVs
de mamiferos en términos de densidad y morfologia y en parte debido a su
composicion (Trocoli Torrecilhas et al. 2009).

Cabe destacar que la mayoria de los estudios realizados hasta la fecha en
diferentes modelos de tripanosomatidos, muestran que las EVs de paréasitos
trasportan proteinas y material genético relacionado con la virulencia del
paréasito (Bautista-Lopez et al. 2017; Rossi et al. 2021).
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Figura 1.23.- Composicion de exosomas derivados de protozoos. Tomado de (Jones et
al. 2018).

1.145. EVsde T. cruzi.

Las EVs de T. cruzi comenzaron a explorarse en 1979 y, hasta el dia de
hoy, muchos grupos han estado tratando de dilucidar el papel que juegan
las EVs en los diversos procesos de la EC. El primer estudio describié que
las vesiculas de la membrana plasmatica aisladas de T. cruzi tienen
propiedades antigénicas (Da Silveira, Abrahamsohn, and Colli 1979) y
otros estudios posteriores confirmaron estos hallazgos (Gongalves et al.
1991).

Se conoce que en T. cruzi la liberacion de EVs se origina en la bolsa del

flagelo y que se producen en todas las etapas de desarrollo del parasito (Diaz
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Lozano et al. 2017; De Pablos et al. 2016; Retana Moreira, Rodriguez
Serrano, and Osuna 2019; Torrecilhas et al. 2012).

Investigaciones en este contexto han informado que los epimastigotes y los
tripomastigotes de T. cruzi liberan dos clases de EVs que incluyen
Ectosomas con origen en herniaciones de la membrana plasmética (Diaz
Lozano et al. 2017) y una segunda poblacién de vesiculas mas pequefias
derivadas principalmente de la fusion exocitica de cuerpos multivesiculares
con la membrana la bolsa del flagelo (Figura 1.24) (Diaz Lozano et al. 2017,
Garcia-Silva et al. 2014). También se ha descrito que es posible que los
exosomas 0 microvesiculas en T. cruzi tengan su origen en la red tubular del
reticulo endoplasmico y Golgi (Diaz Lozano et al. 2017).

Varios estudios posteriores han sugerido que las EVs desempefian un papel
importante en la dinamica parasito-huésped y en la fisiopatologia de la
enfermedad de Chagas. En las primeras etapas de la infeccién, el contacto
de T. cruzi con las celulas huésped en el torrente sanguineo promueve la
liberacion de EVs capaces de inhibir el ataque del complemento (Cestari et
al. 2012) y aumenta la infeccion de parasitos a las células huésped (Neves
et al. 2014; Ramirez et al. 2017; Retana Moreira et al. 2019). Jugando un
papel en la lisis mediada por el complemento y la invasién de células
eucariotas por el parasito (Diaz Lozano et al. 2017; M. P. Wylliel and M. I.
Ramirez1,2 2017; De Pablos et al. 2016; Retana Moreira et al. 2019). En
cuanto al contenido de las EVs de T. cruzi y la eliminacion de algunas
proteinas a través de la secrecion de vesiculas, existen muchos factores que
intervienen. La incubacion de los epimastigotes de T. cruzi en medios de
cultivo sin suero bovino fetal (FBS) también desencadena la transformacion
del paréasito y la eliminacion de algunas proteinas a través de la secrecién de
EVs (Bayer-Santos et al. 2013).
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Figura 1. 24.- Imagenes de liberacidn de EVs de T. cruzi analizadas mediante SEM.
(ay b) epimastigotes derivados de cultivos celulares. (c) tripomastigotes metaciclicos
gue interacttan con células de mamiferos hospedadores, (d-h) formas intracelulares
libre, (e, f y h) corresponden a imagenes ampliadas de (b, d y g). Las flechas indican
las EVs liberadas. Barra de escala = 1 pm. Tomado de (Diaz Lozano et al. 2017).

Los medios de cultivo para inducir estrés nutricional, desencadenan la
liberacion de EVs de diferentes tamafios entre las cepas de T. cruzi (Ribeiro
et al. 2018). Aparentemente, los medios privados de suero desencadenaran la
formacion de vesiculas e induciran la apoptosis (Gongalves et al. 2018), que
puede conducir a la liberacion de diversas EVs de diferente composicion,
tamarfio y biosintesis (exosomas, ectosomas y cuerpos apoptoticos (Olajide
and Cai 2020).
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En este sentido las EVs derivadas de tripomastigotes de T. cruzi estan
enriquecidos con a-galactosil (a-Gal) que desencadenan fuertes respuestas
proinflamatorias en macrofagos murinos a través de la via dependiente del
receptor Toll-like (TLR2). EI analisis protedbmico de estos EVs reveld la
presencia de varios miembros de la superfamila TS / gp85 (Nogueira et al.
2015) (Ribeiro et al. 2018).

También se conoce que las respuestas inflamatorias que ocurren durante
lainfeccién por T. cruzi puede ser producida por las EVs del paréasito
(Nogueira et al. 2015). Asimismo, se ha demostrado que los tripomastigotes
metaciclicos inducen la liberacion de vesiculas de la membrana plasmatica
recubiertas de TGF-B de los macrofagos y linfocitos sanguineos, lo que
podria aumentar aun més la infectividad del parasito (Cestari et al. 2012;
Ramirez et al. 2017). Sin embargo, se desconoce si las EVs liberados
por macréfagos infectados por T. cruzio las EVs aisladas del paréasito
modulan las respuestas inflamatorias y la invasion celular (Cronemberger-
Andrade et al. 2020).

Otros estudios han descrito que las EVs contienen los principales
glicoconjugados de la superficie del parasito, que modulan la invasion de
las células huésped en un proceso clave de la infeccion por T. cruzi, ya que
se ha encontrado que las moléculas de la superficie del parasito juegan un
papel importante en la adhesion del parésito y la entrada en la vacuola
parasitéfora (Ribeiro et al. 2018). Al igual que la desorganizacion del
citoesqueleto, la entrada masiva de Calcio, la permeabilizacién de la
membrana celular al igual que la parada del ciclo celular en GO o activacion
de la cascada de sefiales con accion directa sobre las proteinas Rho lo que
sugiere una unién mediada por receptor (Retana Moreira et al. 2019).

Las EVs de T. cruzi participan en la invasion a través de un mecanismo

independiente del reclutamiento de lisosomas. La invasion del parasito esta
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asociada con la activacion de PI3K (Wilkowsky et al. 2001). Los receptores
TLR2 activan PI3K durante la infeccion de T. cruzi, que conduce a la
activaciéon de Rab5, que es esencial para la formacion del fagosoma
(Maganto-Garcia et al. 2008). También se ha encontrado que la
comunicacion entre las células se produce mediante la liberacion de
contenidos exosomales que incluyen citocinas, péptidos, hormonas,
microARN y numerosas sustancias bioactivas, que actdan en funcion de la
inmunidad innata (Varikuti et al. 2020).

Varios grupos han indicado que los EV de T. cruzi inducen un perfil
proinflamatorio en macrofagos, induciendo IL-6, IL-beta y TNF-alfa en
diferentes patrones (Choudhuri and Garg 2020). Uno de los factores
responsables del aumento de citocinas proinflamatorias parece ser la
presencia de ADN oxidado en los EVs, que es reconocido por los sensores
del ADN citosélico y activa el recetor NF-kB mediante activacion de los
TLR9 (Lovo-Martins et al. 2018). Estos estudios mostraron un perfil
antiinflamatorio para los EVs de T. cruzi, ya que los macrdfagos pretratados
con EV tenian menos formacion de cuerpos lipidicos y una produccion
reducida de PGE2 y TNF-alfa en comparacion con el control (Lovo-Martins
et al. 2018). Una explicacion de este fendmeno podria ser el caso de la cepa
Y deT. cruzi, ya que no parece inducir la produccion de citocinas
proinflamatorias (Nogueira et al. 2015). Estas divergencias experimentales
pueden reflejarse en el rendimiento de las EVs en cada modelo, lo que

justifica futuras investigaciones de las EVs en el complejo contexto de la EC.

1.15. Estudio de la interaccion EV-célula.

La interaccion entre las EVs y las células han revelado muchas funciones

importantes de las EVs, aln no esta claro como los exosomas ingresan a las
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células y su trafico en las células. Varias hipotesis han descrito los
mecanismos de interaccion entre exosomas Yy células. Algunos
investigadores han propuesto que, debido a su tamafio, la endocitosis y la
fusion pueden ser los dos mecanismos mas posibles de captacién de
exosomas. También se propuso que las células dendriticas internalizan los
exosomas a traves de la endocitosis (Morelli et al. 2004). Un estudio reciente
indico que la captacion de exosomas por las células fagociticas se produciria
a través de la fagocitosis, (Feng et al. 2010a). Los exosomas podrian ser
internalizados por células tumorales a través de la fusion (Parolini et al.
2009). Por ultimo, también se ha estudiado el trafico intracelular de los
componentes del exosoma en la célula (Tian et al. 2010).

Un paso fundamental para la comunicacién EVs-células es la adhesién. La
adhesion de los exosomas a las células requiere el cambio conformacional de
las integrinas de un estado de afinidad baja a una alta. Esto permite la
oligomerizacion de las integrinas y el acoplamiento con elementos del
citoesqueleto, para facilitar la unién de alta avidez de la célula a la EVs
unida a la integrina de las células (Morelli et al. 2004).

En el caso de los EVs de células eukariotas las tetraspaninas también tienen
un papel en la adhesion, motilidad, transduccion de sefiales y activacion
celular. Se han informado varias tetraspaninas en la superficie de los
exosomas, incluidos CD9, CD53, CD63, CD81 y CD82, aunque la
combinacion y la proporcion de exosomas que expresan una tetraspanina
particular difieren segun la célula de origen. Las tetraspaninas forman
complejos heterobimoleculares con las integrinas (McKelvey et al. 2015).

Se considera que la endocitosis es el principal mecanismo de captacion de

exosomas. La endocitosis se puede dividir en al menos cuatro vias, que
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incluyen endocitosis dependiente de caveolas, endocitosis dependiente de
clatrina, macropinocitosis y fagocitosis (Horibe et al. 2018).

La fagocitosis es un mecanismo mediado por actina que requiere la presencia
de receptores de opsonina especificos (es decir, receptores FCR y del
complemento), receptores de tipo Toll. Si bien la fagocitosis la realizan
tipicamente "fagocitos profesionales” como los macréfagos y las CD,
también pueden realizarla células "no profesionales” (Wu et al. 2009).

Se demostro que la fagocitosis de los exosomas depende del citoesqueleto de
actina, fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y dinamina2 (Feng et al.
2010b). En particular, la actina, PI3K y dinamina2 se han asociado tanto en
la endocitosis mediada por clatrina como en la fagocitosis (Grassart et al.
2014).

La Endocitosis mediada por clatrina (CME) es un proceso endocitico
mediado por receptores que implica la interaccion entre el ligando en la
superficie exosomica y los receptores especificos presentes en la membrana
plasmatica para la internalizacion. Utiliza complejos de clatrina y proteina
AP2 para la posterior formacion de vesiculas recubiertas de clatrina para la
internalizacion de moléculas. Las vesiculas recubiertas de clatrina alteran la
estructura de la membrana plasmatica y dan como resultado la invaginacion
de la membrana. Posteriormente, las vesiculas intracelulares se someten a un
revestimiento de clatrina para fusionarse con el endosoma y transferir la

carga de las moléculas (Jadli et al. 2020).

La Endocitosis dependiente de caveolina (CDE) es una endocitosis mediada
por balsas, que requiere la presencia de caveolina, una proteina dimérica con
microdominios ricos en colesterol, en la membrana plasmatica. Las caveolas

son pequefias invaginaciones en forma de matraz en la membrana plasmética
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implicadas en un transporte extenso transcelular. Las caveolas representan
subdominios ricos en caveolina, colesterol y esfingolipidos de las balsas de
glicolipidos de la membrana plasmatica. La morfologia Unica de las caveolas
es conferida por la caveolina, que se incrusta en la cara interna de la
membrana plasmatica como un bucle en horquilla con sus extremos Ny C
expuestos al citoplasma y forma una capa de caveolina en forma de espiga en
las caveolas. La caveolina-1 (Cavl) interactia con el colesterol para la
formacion de invaginaciones en la membrana(Nabi and Le 2003).

Por otro lado durante la macropinocitosis, las protuberancias de la membrana
plasmatica impulsadas por filamentos de actina forman una invaginacion que
endocitan inespecificamente el liquido extracelular y las particulas pequefias
como las EVs. Se ha descrito que la fosfatidilserina (PtdSer) presente en la
superficie de exosomas activan la macropinocitosis en macréfagos sin
capacidad de la presentacion antigenica y que la macropinocitosis de
exosomas depende de Na *y PI3K (Fitzner et al. 2011).

La endocitosis mediada por receptores y la endocitosis mediada por balsas
requieren un ligando en la superficie exosomal para activar receptores
especificos en la membrana plasmatica celular, o la presencia de
microdominios ricos en colesterol y esfingolipidos en la membrana
plasmatica, respectivamente. EI primero, también Ilamado endocitosis
mediada por clatrina, utiliza complejos de clatrina y proteina adaptadora 2
AP2, que recubren la membrana e inducen la invaginacion de la membrana
en una vesicula. Este Gltimo incluye endocitosis mediada por caveolas, asi
como los mecanismos de endocitosis independientes de clatrina y caveolas,
endocitosis regulada por RhoA, CDC42 y ARF6, que utilizan distintas
combinaciones de dinamina, flotilinay / o proteinas Rab (Mayor and Pagano
2007).
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La endocitosis de los exosomas, ya sea por macropinocitosis o por
mecanismos mediados por receptores o balsa, siempre da como resultado el
vertido de la carga vesicular a la via endosomal. Las primeras endosomas
actian como compartimento de clasificacion. Los que se envian a los
endosomas tardios se envian unidireccionalmente para su degradacion por
fusion con lisosomas; mientras tanto, algunas proteinas y fluidos pueden ser
redirigidos de regreso a la membrana plasmatica a través del reciclaje de
endosomas. Sin embargo, incluso los enviados al endosoma tardio pueden
escapar a la degradacion por la red trans-Golgi (McKelvey et al. 2015).

Cada tipo de célula diferente puede utilizar diversas vias de captacion de EV
pero, en general, la captacion de EV parece ser un proceso complejo y
cooperativo que implica una combinacién de diferentes vias (Toribio et al.
2019).
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Figura 1.25.- Mecanismos de captacion de exosomas por las células receptoras.
Tomado de (Jadli et al. 2020).
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Justificacion y objetivos

2. Justificacion y objetivos.

2.1Justificacion.

Las enfermedades conocidas como desatendidas, cada vez cobran mayor
atencion en la comunidad cientifica y organismos internacionales ya que
siguen siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en los paises
en desarrollo, creando problemas econdémicos y Sanitarios en paises
desarrollados donde estas infecciones suponen un gasto considerable a la
sanidad consecuencia del incremento de las poblaciones migrantes
procedentes de areas endémicas.

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por T. cruzi para la que no
existe profilaxis, ni inmunoprofilaxis ni quimioprofilaxis, ni un tratamiento
eficaz capaz de eliminar y revertir los dafios que causa el parasito en los
afectados, que al final tendran o afectacion cardiaca grave o sindromes mega
intestinales.

En esta Tesis Doctoral, partiendo de un estudio epidemioldgico de la
enfermedad de Chagas, en dos zonas de desarrollo socioecondémico bien
diferente en Panama se han estudiado, mediante metodos moleculares basados
en ADN circulante en el suero de pacientes cronicos no solo la parasitacion
sino las diferentes cepas circulantes del parasito y que pueden coexistir en un
mismo paciente, lo que puede significar una diferente patologia en dichos
pacientes. Hasta ahora solo los Trypanosomas de la DTU | habian sido
descritos en el pais. La variabilidad de T. cruzi ha sido ampliamente
demostrada utilizando diferentes estrategias bioldgicas, bioquimicas y
moleculares dirigidas a diferentes marcadores genéticos, permitiendo la
identificacion de seis unidades discretas de tipificacién (UDT’s) con la adicién

de una nueva a la que se denomina TcBat, originaria de murciélagos.
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Los subtipos aislados y caracterizados globalmente de T. cruzi se han
designado como Tc I, Tc Ila a Tc lle. El concepto de DTU se refiere a un
conjunto de poblaciones que son genéticamente mas similares entre si que a
cualquier otra poblacion.

Panama ademas de se un pais endemico para la EC, por su posicion geografica
y socioepidemiologia, es zona de transito de poblacion, reservorios y
posiblemente vectores, es una zona donde a su vez convergen todos los
factores para que se presente a parte de la DTU I que ya se ha descrito en el
pais, otras cepas de T. cruzi que puedan cambiar las caracteristicas y
manifestaciones clinicas de la enfermedad de los pacientes.

Partiendo de estas muestras de pacientes crénicos se ha profundizado en los
métodos de diagnostico tanto moleculares como inmunoldgicos, donde se
estudia el reconocimiento antigénico por parte de los anticuerpos del suero de
los pacientes del secretoma particulado (Exovesiculas) de las formas
infectivas (tripomastigotas procedentes de cultivos celulares). De igual
manera, la presencia de inmunocomplejos formados por las Exovesiculas y las
inmunoglobulinas de los pacientes chagéasicos a fin de reconocer, en primer
lugar, su presencia y las diferentes subclases de IgGs que reconocen los
antigenos del secretoma parasitario, poniendo esto de manifiesto la presencia
de material biolégico del parasito aun en enfermos crénicos. Por lo que la
identificacion de marcadores inmunoldgicos que evaltan la progresion de la
enfermedad puede constituir una herramienta valiosa para el control del
tratamiento y evaluar la progresion de la enfermedad.

En este contexto el éxito de la infeccién por T. cruzi depende de una serie de
mecanismos complejos que permiten al parasito evadir la respuesta inmune
del huésped. De hecho, T. cruzi emplea una variedad de estrategias para

escapar de los efectos de la inmunidad tanto innata como adaptativa.
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Estudios de causas etio-patologicas de las manifestaciones chagasicas,
atribuyen a los anticuerpos como una causa importante de miocarditis durante
la enfermedad de Chagas. Segun estos estudios, el mimetismo molecular entre
el huésped ylos antigenos de T. cruzi provocarian la produccion de
anticuerpos con reactividad cruzada, lo que seria responsable del dafio tisular
del huésped. Numerosos trabajos muestran la reactividad cruzada de
anticuerpos de suero de pacientes infectados por T. cruzi con proteinas del
huésped. Sin embargo, se acepta que el dafio tisular en el miocardio se
atribuye a una respuesta inflamatoria del huésped exacerbada, a través de la
produccidn de interleucinas inflamatorias. La respuesta Th1 podria inducir un
anticuerpo subclases 1gG 2/ 1gG 3, mientras que una respuesta Th2 promueve
IgG:1 /1gG 4 e IgE.

Teniendo en cuenta que T. cruzi utiliza diversas estrategias para evadir el
sistema inmune del huésped con el fin de establecer la infeccion, los
mecanismos involucrados en la evasion podrian ser objeto de estudios para
ser explorados en el contexto de la prevencion y el tratamiento de la
Enfermedad de Chagas.

En este contexto las exovesiculas (EVs) de T. cruzi pueden contribuir a uno
de los mecanismos usados por el parasito para evadir la respuesta y permitir
sobrevivir al sistema inmune. Dado que dichas exovesiculas engloban
proteinas y los ARN transportados y estan protegidos contra la hidrdlisis o la
degradacion en el entorno extracelular, se los considera una fuente potencial
de biomarcadores de enfermedades. Estas propiedades de las EVs hacen que
los estudios con dicho secretoma sean prometedores en las enfermedades

olvidadas, incluida la enfermedad de Chagas.
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Los EVs pueden ser significativamente Utiles para descubrir biomarcadores
para una posible identificacion de objetivos, asi como para prondsticos,

diagnosticos y desarrollo de vacunas.

Tomando en consideracion las implicaciones de las EVs de T. cruzi en el
desarrollo de las diferentes etapas de la enfermedad de Chagas, el objetivo de
esta Tesis Doctoral es conducir a una mejor comprension'y conocimiento del
papel que proporciona la interaccion de las EVs en el hospedador, evaluando
el tipo de respuesta inmune que levantan y los mecanismos de interaccion con

la célula hospedera.

2.2. Objetivo General

Obijetivo General:

Determinar el papel de las exovesiculas de origen parasitario en el diagnostico
y confirmacion de la parasitemia en sueros de dos poblaciones de enfermos
cronicos chagéasicos en Panamd, evaluando y caracterizando las diferentes
variedades genéticas (DTUs) que afectan a dichos pacientes.

Evaluar el papel de las exovesiculas del parasito en el suero de los pacientes y
sus implicaciones en el diagnostico y subclases de inmunoglobulinas que las
reconocen. Asi como evaluar en modelos experimentales de raton, la
biodistribucion, tipo de respuesta inmune que levantan las exovesiculas de las
formas infectantes y estudiar los mecanismos de interaccion y entrada de las

exovesiculas en las células con las que interaccionan.
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2.3 Objetivos especificos.

1. Evaluary diagnosticar de manera directa e indirecta a nivel serologico
y molecular la parasitacion por T. cruzi en poblaciones urbanas y
rurales de Panama tomando en cuenta sus caracteristicas

socioecondémicas y demograficas.

2. Estudiar las Unidades Discretas de Tipificacion (UDTs) (variantes
Genéticas) con el ADN circulante del parasito en las muestras de
sangre de los pacientes chagasicos diagnosticados, a fin de determinar

las cepas del parasito responsables de la infeccion en Panama.

3. Determinar la presencia de las exovesiculas circulantes de T. cruzi en
los sueros de los pacientes cronicos, como biopsia liquida, para su
uso en el diagnostico inmunolégico confirmatorio de la parasitacion

por T. cruzi.

4. Estudiar la existencia de inmunocomplejos circulantes en el suero de
los pacientes, formados por EVs con antigenos del parasito -
Inmunoglobulinas del hospedador vy tipificacion de las subclases e

isotipos de inmunoglobulinas que los forman.

5. Estudiar la biodistribucion de las EVs T. cruzi o los
inmunocomplejos que forman, a fin de localizar los 6rganos de
destino y estudiar las diferentes respuestas inmunes que

desencadenan.
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6. Estudiar los mecanismos de internalizacion de las EVs de
tripomastigotes de T. cruzi en diferentes tipos de células mediante

técnicas microscopicas de alta resolucion.

7. Estudiar las interacciones intermoleculares existentes entre las
exovesiculas de tripomastigote de T. cruzi e inmunocomplejos y
anticuerpos frente a ligandos especificos de la superficie de las EVs

del parasito mediante Microscopia de Fuerza Atémica.
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Materiales y Métodos

3. Materiales y Metodos.

3.1. Estudio de muestras de pacientes chagasicos cronicos de Panama.

En este estudio se evaluaron caracteristicas clinicas, epidemiologicas,
serologicas y moleculares que adopta esta zoonosis en el pais, en un grupo de
pacientes cronicos a los cuales se les aplicd una serie de protocolos que se

describen a continuacion.

3.1.1. Consideraciones éticas para la obtencién y analisis de muestras de
pacientes chagasicos cronicos.

El estudio realizado fue aprobado por el Comité de Bioética del Hospital
Santo Tomé&s de la ciudad de Panamd, y le fue asignado el cddigo de
identificacion N° 2015-310 V1. Tras informar a la poblacion en qué consistia
el estudio, todos los pacientes evaluados estuvieron de acuerdo en participar
y firmar un consentimiento informado. Seguidamente se llevd a cabo la

recoleccion de las muestras procediéndose como lo muestra la figura 3.1.1.
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Figura 3.1.1. Diagrama de flujo de procedimientos para estudio de muestras chagasica
de pacientes panamefios.

3.1.2. Poblacién y muestra.

A los participantes del estudio se le realizd una encuesta de conocimiento,
actitudes y practicas sobre la enfermedad de Chagas y se les explicé el
consentimiento informado. Se tamizaron 106 muestras de pacientes
procedentes del servicio de Cardiologia del Hospital Santo Tomas, Bancos
de Sangre de hospitales de la Caja de Seguro Social (C.S.S) y personas de la
comunidad rural endémica de Chararé, en el Corregimiento de Las
Margarita, Distrito de Chepo, Provincia de Panama, que participaron en el
estudio de forma voluntaria. La colecta de muestras se realiz6 entre enero
2016 y enero del 2017.

A todos los individuos que aceptaron participar del estudio se les tomaron
dos muestras de sangre venosa. La primera se colectd en tubos de EDTA

(BD Vacutainer™, 367863) para los ensayos moleculares, donde se
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mezclaron 5 mL de sangre en proporcion 1:1 con una solucion de clorhidrato
de guanidina 6 M (Sigma Aldrich, G4505) y EDTA (Sigma Aldrich, ED4SS)
200 mM, pH 8,0. Estas muestras se conservaron a temperatura ambiente
durante al menos 4 dias. Para la segunda muestra se utilizaron tubos de suero
(BD Vacutainer™, 366430), donde se colectaron 5 ml de sangre. Luego de
formarse el coagulo cada tubo fue centrifugado a 1,500 x g durante 10 min,
de los cuales se recogieron aproximadamente 2.0 mL de suero para llevar a

cabo las diferentes pruebas serologicas.

3.1.3. Estudio Seroldgico.

Las muestras de suero de 106 pacientes fueron recolectadas segun los
protocolos establecidos, se analizaron para detectar anticuerpos anti T.
cruzi siguiendo los procedimientos de dos ensayos comerciales (ELISA
recombinante Chagatest, (Wiener Lab, Argentina) y SD (Bioline Chagas
AB), prueba rapida cualitativa para la deteccion de anticuerpos de T. cruzi.
La prueba rapida se llevd a cabo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, la cual tiene una especificidad del 100 % y una sensibilidad del
99.2%. (Umezawa et al. 2004) Los sueros positivos se confirmaron con una
técnica de inmunotransferencia (prueba de referencia) con una preparacion
antigénica de epimastigote sin purificar, procedente de una cepa panamefia
de T. cruzi (Burunga) descrita por Saldafia y colaboradores (Saldafia, Sousa,
and Orn 1995). Las muestras se consideraron positivas cuando mostraron
reactividad en al menos dos de estas tres pruebas (Caballero et al. 2007;
WHO, World, and Health Organization 2002).
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3.1.3.1. Prueba Répida SD Chagas Ab.

La prueba SD Bioline Chagas Ab Rapid (Abbott, 49FK10) es una prueba de
inmunocromatografia para la deteccién de anticuerpos para T. cruzi en
plasma, suero o sangre total humana.

El dispositivo de la prueba répida Chagas Ab tiene dos lineas precubiertas,
(linea de prueba) "T" y (linea control) "C” sobre la superficie de la

membrana, como se muestra en la Figura 3.1.2.

ESTT | |

Figura 3.1.2.- Casete de prueba ripida Chagas Ab.

Tanto la linea de prueba como la linea control en la ventana de resultados no
son visibles antes de aplicar cualquier muestra, la linea control es usada
como control del procedimiento; debe siempre aparecer si el procedimiento
de la prueba es realizado apropiadamente y los reactivos de prueba de la
linea control estan funcionando. La presencia de dos bandas de color sera
visible en la ventana de resultados si hay suficientes anticuerpos de T. cruzi
en la muestra. Si los anticuerpos de T. cruzi no estdn presentes o estan
presentes en un muy bajo nivel en la muestra, no aparece color en la linea de
prueba. Cuando se adiciona un suero al pocillo de muestra, los anticuerpos

de T. cruzi en la muestra reaccionaran con el conjugado antigeno oro (Au)
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coloidal de T. cruzi recombinante y forma un complejo antigeno-anticuerpo.
El complejo migra a lo largo del dispositivo de prueba por accién capilar, el
cual es capturado par el antigeno de T. cruzi recombinante en la linea a
través del dispositivo de prueba y genera una linea de color.

Para llevar a cabo la prueba se agregaron 100 uL de suero en estudio en el
pocillo de muestra y 50 uL del tampdn del ensayo (100 mM Tris-Cl (5 ml),
Azida de Sodio (NaNsz). La lectura de la prueba se realizd visualmente
después de 15 minutos de incubacion a temperatura ambiente. La
sensibilidad de la prueba es de 99.2% y la especificidad es 100% (Ji et al.
2009).

Interpretacion de resultados: Figura 3.1.3.

Resultado Negativo: La presencia de solamente una banda de color purpura
dentro de la ventana de resultados indica un resultado negativo.

Resultado Positivo: La presencia de dos bandas de color (banda T y banda C)
sin importar cual aparezca primero indica un resultado positivo.

Resultado Invalido: Si la banda de color purpura no es visible dentro de la
ventana de resultados después de realizar la prueba, el resultado es
considerado invalido. Se recomienda analizar nuevamente la muestra.
Cualquier muestra positiva con la prueba répida Chagas Ab SD Bioline fue

confirmada con métodos de prueba alternos.

NEGATIVA  POSITIVA INVALIDA

Figura 3.1.3.- Interpretacion de resultados del casete de prueba rapida Chagas Ab.
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3.1.3.2. ELISA Chagatest.

En esta técnica comercial cualitativa ELISA Chagatest (Wiener Lab,
1293257) de tercera generacién se utilizaron antigenos recombinantes
inmovilizados. Estos antigenos son obtenidos por técnica recombinante de
proteinas especificas de los estadios epimastigote y tripomastigote del T.
cruzi, correspondientes a zonas altamente conservadas entre distintas cepas.
Las técnicas de ELISA o comerciales empleadas en esta Tesis se describen
mas adelante. Las muestras que contienen los anticuerpos especificos forman
un complejo con los antigenos unidos al sustrato de la placa. La fraccion no
unida se elimina por lavado. Se agregaron anticuerpos anti-inmunoglobulina
humana conjugados con peroxidasa (Affranchino et al. 1989; Frasch and
Reyes 1990). Se emplearon 10 pL de suero obtenido por puncién venosa de
cada paciente y se diluyeron en 200 pL del diluyente de muestra (albumina
bovina en solucion fisiologica tamponada con buffer fosfato pH 7,2). Se
incub6 por 30 minutos a 37°C y luego se lavo 5 veces con el tampon de
lavado diluido 1:5 (cloruro de sodio 1,4 mol/L en tampon fosfato 100
mmol/L y tensioactivo no ionico Tween 20, 0,1 g/L). Posteriormente se
agregaron 50 pL del conjugado (anti-inmunoglobulinas humanas (cabra)
conjugadas con peroxidasa) y se incub6 por 30 minutos a 37°C.
Seguidamente se realizaron 5 lavados con 300 pL de tampon de lavado
(PBS-T).

Tras los lavados se agregaron 50 pL de cada uno de los reveladores A
(perdxido de hidrégeno 60 mmol/l en buffer citrato 50 mmol/L pH 3,2) y B
(Diaminobenzidina (DAB) tetrahidroclorhidrica 0,1N) incubandose por 30
minutos a temperatura ambiente. Para finalizar se agregaron 50 pL de

solucién de parada (&cido sulfarico 2 N) y se procedio a realizar la lectura a
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490 nm en un lector Multiskan® Spectrum (Thermo Fisher Scientific,
Finlandia)

Tanto las muestras como los controles negativos (dilucion de suero no
reactivo, inactivado) y positivos (dilucion de suero inactivado conteniendo
anticuerpos contra el T. cruzi) se realizaron por triplicado.

Los criterios de validacion de la prueba se obtuvieron a través del
cumplimiento de 2 condiciones especificas relacionados a los controles.

La primera condicién es que la lectura de al menos 2 de los 3 controles
negativos corregidas contra el blanco de reactivos debe ser menor o igual a
0,150 D.O y la segunda es que la lectura media de los controles positivos
corregida debe ser mayor o igual a 0,600 D.O.

La interpretacion de los resultados se determiné relacionando la absorbancia
de la muestra respecto al valor cut-off.

El cut-off de la prueba se calcul6 siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial, utilizando el valor del CN + 0.300 DO, donde CN es el promedio
de las lecturas del control negativo. Se considera como zona indeterminada
el valor de cut-off + 10%.

Las muestras no reactivas son aquellas con absorbancias menores al limite
inferior de la zona de indeterminacion. Las muestras reactivas tienen
absorbancias mayores al limite superior de la zona de indeterminacion y las
muestras indeterminadas tienen absorbancias que caen dentro de la zona de

indeterminacion.
3.1.3.3. Western Blot.
La transferencia del perfil electroforético de los polipéptidos de T. cruzi a

membranas de nitrocelulosa fue realizada siguiendo la metodologia descrita
por Towbin 1979 adaptada y descrita para este caso por Saldafia y
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colaboradores (Saldafia et al. 1995).

Para la produccion de tiras individuales conteniendo el perfil proteico de T.
cruzi, se utilizaron geles de SDS-PAGE al 10% con un sélo pozo. Las
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando una
camara de transferencia MINI-PROTEAN I1I a 100 voltios constantes por 1
hora. Se determino la eficacia de la transferencia mediante la tincion de la
membrana de nitrocelulosa con colorante rojo Ponceau (Rojo Ponceau al 2%
en 5% acido acético).

Luego se cortd la membrana en tiras de 3mm de ancho, y se incubaron con
solucion de bloqueo (leche en polvo descremada al 5% en PBS-Tween 0.1%)
por al menos dos horas a temperatura ambiente y bajo agitacion constante.
Las membranas blogueadas se congelaron a -20°C hasta su posterior uso.
Cada membrana fue incubada con una dilucién 1:100 (en solucion de
bloqueo) de los sueros de los pacientes evaluados. La incubacion se realizd
bajo agitacion, a temperatura ambiente, toda la noche, en tubos de 2.5mL
conteniendo la tira de nitrocelulosa y 700uL de la dilucion del suero. Luego
de lavar las tiras 3 veces con PBS se agregd un conjugado anti-
inmunoglobulinas totales humanas IgA, IgG, IgM (DAKO, P0212) diluido
1:700 en PBS por una hora. Seguidamente cada tira fue lavada 3 veces con
PBS 1X antes de agregar el sustrato-cromoégeno (H202, PBS, NiCl, DAB), la
reaccién se detuvo con agua del grifo, aproximadamente después de 10
minutos. Las tiras se dejaron secar entre dos hojas de papel filtro y se
fotografiaron para la interpretacion de los perfiles generados al compararlas
con los patrones mostrados en la Figura 3.1.4.
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- Interpretacion
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Figura 3.1.4.- Interpretacion de los resultados de los sueros estudiados mediante
Western Blot-Chagas. A la izquierda se observan bandas antigénicas para T. cruzi SDS
PAGE 10% y a la derecha se observa las bandas antigénicas marcadoras.

3.1.4. Ensayos moleculares.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) sirve como indicador de la
presencia de parasito en la sangre y puede usarse también en tejidos
infectados. Mediante este procedimiento se pueden amplificar secuencias del
DNA nuclear de T. cruzi o bien secuencias de DNA del kinetoplasto, La
amplificacion de DNA del kinetoplasto es la que tiene mayor sensibilidad en
comparacion con la amplificacion de DNA nuclear, permitiendo la deteccion
de hasta un parésito en 100 ml de sangre (0.005 parasitos/mL)3 Con ello se
obtiene una ventaja en el diagnostico diferencial frente a otros
tripanosomatidos como Leishmania spp (Martinez, Cervantes-Landin, and
Espinoza 2013).
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3.1.4.1 Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del kit de
purificacion High Pure PCR Template Preparation kit (Roche,
11796828001). Brevemente, 500 uL de sangre total con guanidina-EDTA,
40 uL de proteinasa K 'y 100 uL. de tampon de union (guanidina-HCI 6M,
urea 10 mM, Tris-HCI 10 mM y 20% Triton X-100 (v/v), pH 4.4 ) se
mezclaron en vortex y se incubaron a 70° C por 10 min (Zulantay et al.
2007). Posteriormente se agregaron 100 uL de isopropanol y se transfirieron
a una columna comercial provista por el kit. Seguidamente se centrifugo a
8000 x g durante 1 min. Posteriormente se adicionaron 500 pL del tampo6n
capaz de eliminar los inhibidores del enzima DNA Polimerasa, se centrifugd
a 8000 x g durante 1 min y se agregaron 2 volumenes de 500 uL de tampon
de lavado (NaCl 20 mM, Tris-HCI 2 mM, pH 7.5 y etanol absoluto).
Seguidamente se cambi¢ el tubo colector y centrifug6 a 13,000 x g durante
10 seg para eliminar restos de tampdn. Finalmente, se eluyé en 50 uL del
tampon de elucion (Tris-HCI 10 mM, pH 8.5) suministrado con el kit. Se
cuantifico la concentracion del DNA extraido utilizando un equipo Nanodrop
ND-1000 (Thermo Scientific) y se almacend a -20 °C hasta su analisis
(Figura 3.1.4.1).
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Figura: 3.1.5.- Extraccion de DNA

3.1.4.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de

T. cruzi.

Todas las muestras de sangre de los pacientes de este estudio fueron
analizados por PCR para la region variable del minicirculo (KDNA) de 330
pb, a través de protocolos descritos por Zulantay y col, 2007(Zulantay et al.
2007). Se realiz6 una PCR en un termociclador CFX96 T™Real-Time
System (C1000™ Thermal Cycler, BIO-RAD, Singapore), con los cebadores
especificos 121 (AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA) y 122
(GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA) utilizando 5 pL de ADN
molde en un volumen final de 25 pL de reaccion (Tabla 3.1.1). Las

condiciones de temperatura fueron una etapa de desnaturalizacion inicial de
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3 minutos a 94 °C; posteriormente dos ciclos de alineamiento de 1 minuto a
97.5 °C y 2:30 minutos a 64 °C, seguido de 32 ciclos de extension de 1
minuto a 94 °C, 1 minuto a 62 °C y una etapa de extension final de 10 min a
72°C (Burgos et al. 2007). Los productos de PCR de KDNA se mezclaron
con tampon de carga de DNA (Invitrogen, 10816-015) y se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa (Condalab, 8010.22) al 1,0 % tefiido con
Sybr® Safe DNA (Invitrogen, S33102). Se incluy6 en la electroforesis un
marcador de peso molecular de DNA de 50 a 1000 pb (Canvax, L0009) y se
evaluaron con luz ultravioleta para detectar la amplificacion del fragmento
especifico de 330 pb del kDNA de T. cruzi en un equipo de anélisis de
imagenes ChemiDoc® (Bio-Rad Laboratories, EE. UU). Se incluyeron
controles positivos y negativos para cada reaccion de amplifiacion.

Tabla 3.1.1: Reactivos y volumenes empleados para las reacciones de PCR de la

amplificacion del fragmento de kDNA de T. cruzi.

Reactivo Cantidad (uL)
Agua 7.5
Tampdn 10X Go Tag® flexi buffer 5.0
MgCl, 2.5 mM 2.5
dNTPs 25mM 2.4
Oligonucleotido-F (10 mM) 1.25
Oligonucleétido-R (10 mM) 1.25

Go Tag® (Promega, USA) 1,0 U 0.125
DNA molde 5.0
Volumen final 25.0 uL
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3.1.4.3. Genotipado de T. cruzi mediante ensayos de PCR para la
determinacion de UDTs.

Para la identificacion de las UDT de T. cruzi detectables en las muestras de
sangre, se realizo una serie de PCRs dirigidas a diferentes marcadores
gendmicos, siguiendo el algoritmo basado en PCR descrito por Burgos y
colaboradores (Burgos et al. 2010), como se describe en la figura 3.1.6,
utilizando una serie de secuencias de cebadores y condiciones de
amplificacion descritas en la tabla 3.1.2. El algoritmo de tipificacion de DTU
incluyd las siguientes dianas genomicas de T. cruzi:

(1) se utilizd la region Intergénica Spliced Leader (SL-IR PCR) para
distinguir T. cruzi | (150 pb), Il, V y VI (157 pb) de T. cruzi Il y IV (200
pb); (2) se uso SL-IR-1 de primera ronda y semianidada para identificar DTU
de T. cruzi | (475 pb y 350 pb, respectivamente), y se usé SL-IR-1I de
primera ronda y semianidada para identificar DTU T. cruzi Il, V y VI (425
pb y 300 pb, respectivamente); (3) se usé una PCR semianidada de ADN
ribosémico a-24S para distinguir T. cruzi V (125 o0 125 + 140 pb) de T. cruzi
I1'y VI (140 pb); y (4) se us6 una PCR en tiempo real hemianidada dirigida
al fragmento A10 para discriminar T. cruzi Il de T. cruzi VI. Las muestras
que dieron resultados positivos de la PCR SL-IR-I1 pero resultados negativos
de la PCR del ADN ribosomal 24S a se notificaron como T. cruzi Il, V o VI
(1 / Vv 1'V1). Las muestras que amplificaron el fragmento de ADNr de 24Sa
de 140 pb pero los resultados negativos de la PCR en tiempo real dirigida a
A10 se informaron como T. cruzi Il o VI, como se describe en Burgos y
colaboradores (Burgos et al. 2010). La genotipificacion de las muestras fue
realizadas en el Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y
Biologia Molecular “Dr. Héctor N. Torres” (INGEBI-CONICET), Argentina
por el Dr. Alejandro Schijman.
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Gene Target Amplification Product ( in base pairs )
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Figura 3.1.6.- Diagrama de flujo para la identificacion de unidades discretas de
tipificacion (UDT) de T. cruzi (Burgos et al. 2010).

92



Materiales y Métodos

Tabla 3.1.2.- Secuencias de cebadores y condiciones de amplificacion de PCR para

tipificar UDTs en muestras clinicas.

Primers PCR Mix Termocycler ~ Amplicon T. cruzi
PCR Target
Name Sequence Primer dNTPs MgCl D A E C size (bp) DTU
St-IRac  Spliced UTCC CGTACCAATATAGTACAGAAACTG 94 70 723 150 Tcl
leader 94 68 72 3 157 el v VI
intergenic 15 250 3 94 66 72 3 s
region TCac CTCCCCAGTGTGGCCTGGG 94 64 723 o, Telll, IV
94 62 72 33
SL-IR I Spliced 94 70 72 3
T TACCAATATAGTACAGAAACT!
leader UTCC CGTACC CTACAG cTe 94 68 72 3
intergenic 15 250 3 94 66 72 3 425
region 94 64 72 3
1st round TC1 TCCGCCACCTCCTTCGGGCC o4 62 72 33 Ten Vv
Heminested TC CCCCCCTCCCAGGCCACACTG 94 67725
4 250 3 94 65 725 300
94 63 72 5
2ndround TC1 TCCGCCACCTCCTTCGGGCC o4 61 72 28
SL-IR | SL-IR UTCC CGTACCAATATAGTACAGAAACTG 94 62 72 3
15 250 3 94 60 72 3 475
1st round TC2 CCTGCAGGCACACGTGTGTG 94 58 72 35
Tcl
Heminested TC CCCCCCTCCCAGGCCACACTG 94 67 725
4 250 3 94 65 725 350
94 63 72 5
2ndround TC2 CCTGCAGGCACACGTGTGTG o4 61 72 28
245a-DNA DT . D76  GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT 94 64 72 2 275 Tcl
domain 4 250 3 94 62 72 2
1st 94 60 72 2
round D75 GCAGATCTTGGTTGGCGTAG 94 58 72 35 275-290 Tell-vi
Heminested D76 GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT 94 60 72 3 125 Tcl
5 250 2 94 57 72 3 140 Tcll, VI
2nd round D71  AAGGTGCGTCGACAGTGTGG 94 55 72 35 125-140* TeVv
A10 1st round prl CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA 690 Tcll
p6 GTGATCGCAGGAAACGTG 05 20 8 94 60 72 35 630 Tel, VI
580
Real Time prl CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA _ o Tell
0.5 250 3 94 60 72 35 MZT—SO.ZtO.ZC
2nd round pr3 TGCTTTATTACCCCATGCCACAG 525 Tel, VI

MT=82.0+0.2°C

3.2. Cultivos de células, parasitos

exovesiculas (EVs) de T. cruzi Pan 4.

y aislamiento y purificacion de

Para el desarrollo de diversos ensayos de esta tesis doctoral se han utilizado

cultivo de células parésitos y exovesiculas de T. cruzi aisladas y purificadas

siguiendo una serie de protocolos que se detallan en los siguientes apartados.
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3.2.1. Cultivo de células Vero.

La linea celular Vero derivan de un cultivo procedente de rifion de mono
verde africano (Cercopithecus aethiops), es una de las lineas celulares de
mamiferos mas comunes utilizadas en la investigacion a nivel de biologia
celular. Esta linea celular se ha utilizado ampliamente en la propagacion y el
estudio de virus, bacterias intracelulares, parasitos y la evaluacion de
farmacos, toxinas y otros estudios celulares a nivel molecular. Ademas, las
células Vero han sido empleadas para la produccion de vacunas virales vivas
0 inactivadas y la produccion de diferentes virus, incluidos los virus de la
rabia, reovirus, virus de la encefalitis japonesa, entre otros y recientemente
coronavirus como el SARS —CoV-2 (Ammerman, Beier-Sexton, and Azad
2008; Bullard et al. 2020). Las células Vero (ECACC 84113001) fueron
proporcionadas por el banco de lineas celulares del Centro de
Instrumentacion Cientifica (CIC), de la Universidad de Granada. Se
cultivaron a una concentracion de 1X10 ® células /mL en medio Eagle’s
modificado (MEM) (Sigma-Aldrich, 51200-046), suplementado con 10%
(v/v) de suero bovino fetal (SFB) (Gibco, 10439024) previamente inactivado
(SFBI) a 56°C durante 30 min, suplementado con antibioticos (penicilina 100
U / mL, estreptomicina 100 pg / mL). Seguidamente fueron incubadas a
37°C en una atmdsfera humeda con 5 % de CO.. Para su cultivo se
utilizaron frascos de cultivos de 75 cm? (Thermo Fischer Scientific, 156499)
con 10 mL de medio de cultivo, en donde adheridas a su superficie interna
crecen las células en forma de monocapa. Los subcultivos de células Vero se
realizaron semanalmente siguiendo el protocolo de tripsinizacion que se

describe a continuacion.
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3.2.2. Tripsinizacion para subcultivos de células Vero.

Con el objetivo de mantener la linea celular y renovar los cultivos para los
diferentes ensayos, es necesario realizar los subcultivos. Las células
adherentes fueron separadas de los frascos de cultivo, agregando a la
monocapa una solucion de 5 mL de tripsina 0.05%/ EDTA 0.02%,
previamente atemperada a 37 °C, y la posterior incubacion durante 10
minutos a 37 °C en la estufa de cultivo. Una vez disgregada la monocapa, se
agregaron 5 mL de Soluciéon de Hank’s estéril para facilitar el lavado y la
eliminacién de la solucion de Tripsina-EDTA. Finalmente, y tras una fuerte
agitacion previa, las células despegadas fueron centrifugadas a 500 x g
durante 5 minutos y el botdn de células fue resuspendido en medio de cultivo
para ser resembradas en nuevos frascos de cultivo de 75 cm? a razén de
1x10° células / mL con medio de cultivo y debidamente identificados.
Después de 24 horas las células del cultivo forman una monocapa confluente
al 80%, de manera que los cultivos estan listos para su posterior infeccion

con tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi.
3.2.3. Sincronizacion del ciclo celular de células Vero.

Para llevar a cabo las infecciones con las formas infectantes de T. cruzi y
otros experimentos con la linea celular Vero, se sincronizé su ciclo celular en
la fase S siguiendo el protocolo descrito por Osuna y colaboradores (Osuna
et al. 1984). En este proceso, las células Vero se incubaron durante 12 horas
con el medio de cultivo DMEM (10 % de SBFI (v/v)) suplementado con
timidina (Sigma-Aldrich, T9250) a una concentracion 25 mM. Luego de la
incubacion por 12 horas, las células se lavaron con PBS estéril y se

mantuvieron en medio de cultivo sin timidina, suplementado con 10 % de
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SFBI y antibiodticos, durante al menos una hora antes de iniciar los

experimentos de infeccion de los cultivos.
3.2.4. Cultivo de células RAW 264.7

Las células RAW 264.7 son una linea celular de monocitos / macrofagos
linea derivada de ratones BALB /c. Estas células se describen como un
modelo apropiado de macrofagos que mantienen su capacidad fagocitica,
pinocitosis y fagocitosis. Cuando las células RAW 264.7 son estimuladas,

son capaces de diferenciarse en osteoclastos (Taciak et al. 2018).

La linea celular Raw 264.7 fue cedida por el Centro de Instrumentacion
Cientifica (CIC) en el pase numero 13. Las células se subcultivaron a una
concentracion de 2-4x10* células / mL, en frascos de cultivos de 25 mm?2con
5 mL de medio DMEM suplementado con glutamina 2mM y glucosa a 4.5g
/L a 37°C en atmosfera del 5% de CO.. Una vez que los cultivos estaban
confluentes al 90% se tripsinizaron con Tripsina /EDTA. Los cultivos se
verificaban y subcultibaban periédicamente con un procedimiento similar al

descrito para las células Vero.
3.2.5. Inactivacion del suero fetal bovino (SBF) utilizado en cultivos.

Todos los SBF (Gibco, 10439024) empleados en los cultivos celulares o de
parasitos fueron previamente tratados con calor a 56°C durante 30 minutos,
con el fin de inactivar el sistema del complemento. Este proceso es
importante a fin de evitar procesos de citotoxicidad mediada por reacciones
cruzadas producidas por anticuerpos inespecificos o por lectinas capaces de
desencadenar la cascada de complemento u otros sistemas en los que el
complemento puede tener una influencia no deseada (Leshem, Yogev, and

Fiorentini 1999; Soltis et al. 1979) Una vez terminada la incubacién la
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botella se introdujo en un bafio con hielo durante 15 minutos. Finalmente se

etiquetd y se congeld hasta su uso en los diferentes ensayos.

3.2.6. Control de contaminacion de cultivos celulares por Mycoplasma
sp. atraveés de ensayos de PCR.

Como medida de seguimiento y control de contaminaciones de los cultivos
celulares por Mycoplasma sp. se realizaron PCRs de forma periddica,
empleando oligonuclettidos especificos del gen 16S RNA ribosomal de la
bacteria para detectar su presencia. Las células se tripsinizaron siguiendo el
protocolo ya descrito. Para ello, una vez tripsinizadas se colectd un mililitro
de células en suspension y se centrifugaron durante 10 minutos a 14000 x g,
seguidamente se lavaron 2 veces con PBS 1X. La extraccion de DNA de los
botones de las células y los sobrenadantes centrifugados se realiz6 utilizando
el “Blood and Cell Culture DNA mini kit” (Qiagen, 13323), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Brevemente, muestras tanto de las células
como del sobrenadante fueron centrifugadas a 500 x g y 14,000 x g,
respectivamente, con el fin de formar un boton, procediéndose a la
extraccion del DNA como se describe en el apartado 3.1.4.1. Los
oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del gen 16S RNA
ribosomal de Mycoplasma sp. fueron: GPO3-F 5-
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT-3' y MGSO-R 5-
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3". Como control positivo se
utiliz6 DNA de una muestra respiratoria positiva por Mycoplasma sp.
(confirmada mediante secuenciacion) y como control negativo se utilizd
agua ultrapura estéril en lugar de DNA molde. La mezcla de reaccion

utilizada para la PCR se muestra en la Tabla 3.2.1.
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Tabla 3.2.1.- Reactivos utilizados en las reacciones de la amplificacion del gen RNA
ribosoma 16 S.

Reactivos Cantidad (pL)
H.O MQ 5.8
Tampdn 5X 2.0
MgClz 25 mM 2.0
dNTPs 8 mM 2.0
Oligonucleotido-F (10 mM) 1.5
Oligonucleotido-R (10 mM) 1.5.
Horse power Taq DNA polimerasa 0.2
DNA molde 5.0.
Volumen Total 20

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 extensién a 72°C
durante 30 segundos. La extension final se realiz6 a 72°C durante 10

minutos.

Los productos de PCR se mezclaron con tampdn de carga de DNA
(Invitrogen,10816-015) y se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa
(Condalab, 8010.22) al 2,0 % tefiido con Sybr® Safe DNA (Invitrogen,
S33102). Se incluy6 un marcador de peso molecular de DNA de 50 a 1000
pb (Canvax, L0O009) y se evaluaron con luz ultravioleta para detectar la
presencia del producto de amplificacion de 270 pb especifico para

Mycoplasma sp.
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3.2.7. Cultivo de parasitos.

La cepa utilizada en los experimentos de esta tesis fue la cepa Pan 4 de T.
cruzi (Tcla + Tcld) (Cura et al. 2010; Sousa et al. 2006). Es una cepa aislada
de un paciente de la comunidad de Burunga (Panama) en 2004 y donada al
laboratorio de la UGR, por la profesora A. Ying de la Universidad de
Panama. Para el desarrollo de los experimentos se utilizaron las formas
epimastigotes (formas no infectivas del parésito) y formas tripomastigotas

procedentes de cultivos celulares (formas infectivas).
3.2.7.1. Cultivo de epimastigotes de T. cruzi Pan4.

Los epimastigotes fueron cultivados en concentraciones de 1x10% parésitos/
mL aproximadamente, en frascos de 75 cm? (Thermo Fischer Scientific,
156499) con 10 mL de medio de cultivo LIT por su sigla en ingles (Liver
Infusion Tryptose) (Difco, 226920) suplementado con 10% de SFBI, e
incubados a 28°C, para que se conservaran en fase exponencial de

crecimiento mediante siembras continuas semanalmente.

Para la obtencion de las formas tripomastigotas metaciclicos, utilizados en
las infecciones celulares, se llevd a cabo la induccion de la metaciclogénesis

de los epimastigotes mediante diferentes medios de cultivo.
3.2.7.2. Metaciclogénesis in vitro de epimastigotes de T. cruzi.

Con el propdsito de obtener formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi,
se realizo la diferenciaciéon in vitro de los epimastigotes, empleando la
metodologia descrita por Silva y colaboradores (Goncalves et al. 2018;
Osuna, A. 1979), con algunas modificaciones. Se utilizaron cultivos de

epimastigotes en fase exponencial de crecimiento, los cuales fueron
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centrifugados a 500 x g durante 5 minutos para obtener un botdn de paréasitos
y eliminar el sobrenadante. Se realizé el recuento de parasitos mediante
camara de Neubauer, ajustandose la concentracion a 1x10° parasitos/ mL.
Los epimastigotes se incubaron en viales de 2 mL con medio TAU (NacCl
190mM, tampon fosfato 8mM, KCI 17mM, MgCl, 2mM, pH 6.0) y se
mantuvieron a 28°C en agitacion durante 2 horas. Seguidamente se
centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos para eliminar el medio TAU e
incubarlos nuevamente en un frasco de cultivo Nunc® de 25 cm2 (Thermo
Fisher, 156340) con medio TAU3AAG (TAU suplementado con 0.035% de
bicarbonato de sodio, I-prolina 10 mM, glutamato de sodio 50mM, I-
aspartato de sodio 2 mM y glucosa 10 mM) durante 5 dias, en el que se
obtuvo una tasa de transformacién de aproximadamente del 80%. Una vez
lograda la transformacion, el medio con los parasitos se transfirio a tubos
conicos de 15 mL y se centrifugé a 1,000 x g durante 5 minutos donde el
bot6n de tripomastigotes metaciclicos, se lavo tres veces con PBS 1X estéril,
se centrifugd y finalmente se resuspendio en 1 mL de medio MEM sin SFBI

para llevar a cabo las infecciones de las células Vero previamente cultivadas.

3.2.7.3. Infeccion de células Vero con tripomastigotes metaciclicos de T.

cruzi Pan4.

Una vez que las células Vero fueron sincronizadas al final de la fase S del
ciclo celular, se realizo el proceso de infeccidn con los parésitos. Frascos de
cultivo Nunc® de 75 cm? con células Vero en monocapa confluente de
aproximadamente un 75%, fueron infectadas en una proporcion de 10: 1
(tripomastigotes metaciclicos / células) con una concentracion final de 1 x 10
® células /mL, en 10 mL de medio DMEM sin suero. Seguidamente los
frascos fueron incubados a 37 °C en atmosfera de 5% de CO,. Pasadas las

primeras 24 horas de incubacion se les retir6 el medio de infeccion
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sustituyéndolo por 10 mL de medio de cultivo DMEM con 10 % de SFBI.
Diariamente y por 5 dias continuos se observaron los cultivos para verificar
que no hubiese contaminacion bacteriana o de hongos y la infeccion por T.

cruzi se desarrollara satisfactoriamente (Figura 3.2.1).

Una vez pasada la semana de cultivo, se obtuvieron los tripomastigotes libres

para la posterior liberacion de las exovesiculas.
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Figura 3.2.1.- Células Vero-infectadas con amastigotes de T. cruzi al tercer dia de la
infeccion. b. Amastigotes tefiidos con Giemsa. (autor: Alexa Prescilla-Ledezma, 2020)

3.2.8. Aislamiento de exovesiculas (EVs) de tripomastigotes y

epimastigotes de T. cruzi Pan 4.

El sobrenadante de los frascos de cultivo de las células Vero infectadas con
los tripomastigotes de T. cruzi, fue recolectado en tubos estériles de 50 mL
(Sarsted, 62547257) y centrifugado a 500 x g por 5 min para eliminar los
amastigotes o restos de células Vero. Posteriormente se realizaron 3 lavados
con PBS 1X estéril con centrifugaciones de 5 min a 2,800 x g. Seguidamente

el boton de parasitos se resuspendio en 10 mL de medio DMEM sin suero en
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un frasco de cultivo de 25 cm? y se incub6 durante 4 horas a 37°C para
iniciar el proceso de liberacion de exovesiculas por los tripomastigotes. Una
vez concluido el tiempo de incubacion, el contenido del frasco de cultivo fue
centrifugado a 2,800 x g durante 15 minutos. Finalmente, el boton de
parasitos fue descartado y el sobrenadante conteniendo las exovesiculas fue
almacenado a 4 °C con inhibidores de proteasas libre de EDTA (Roche,
11836170001), para su posterior purificacion.

En el caso de las EVs liberadas a partir de los epimastigotes cultivados en
medio LIT (Difco, 226920) con 10 % SFBI a 28 °C, se colectaron de igual
manera y se centrifugaron a 500 x g por 5 min a 20 °C. Seguidamente se
realizaron 3 lavados con PBS 1X estéril y se sembraron en 10 mL de LIT sin
suero durante 24 horas a 28 °C en frascos de cultivo de 25 cm?. Finalizadas
las 24 horas de incubacion el medio con parasitos se centrifugo a 2,800 x g
durante 15 minutos a 20 °C y el sobrenadante se almaceno con inhibidores
de proteasas en refrigeracion hasta su purificacion. Este procedimiento se
realizaba diariamente para obtener cantidades adecuadas de exovesiculas

para los diferentes ensayos planificados.

3.2.9. Purificaciéon de EVs de T. cruzi.

La purificacion de EVs secretadas por tripomastigotes y epimastigotes de T.
cruzi se realizé por centrifugacion diferencial, segin la metodologia descrita
por De Plablos y colaboradores (2016)(De Pablos et al. 2016), con algunas
modificaciones. Los sobrenadantes obtenidos de la liberacion de EVs de los
tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi, fueron expuestos a una segunda
centrifugacion a 17,000 x g durante 30 minutos a 4°C. Una vez finalizada el
segundo ciclo de centrifugacion el sobrenadante fue pasado por un filtro de

0,22 um (Sartorios, 16534) para eliminar particulas, restos o fragmentos de
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membrana superiores a 220 nm. Posteriormente el sobrenadante fue
ultracentrifugado a 100,000 x g durante 16 horas a 4°C en una
ultracentrifuga Avanti J-301 (Beckman Coulter, EE. UU) equipada con un
rotor JA-30.50 Ti. El botdn que contenia las EVs, se lavo dos veces con 15
mL de PBS 1X a 1000,000 x g durante 2 horas a 4 °C. Finalmente, los
botones fueron resuspendidos en 200 puL de PBS 1X con inhibidores de
proteasas, cuantificados, alicuotados y almacenados a 4 °C hasta su uso
(Figura 3.2.2).
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Figura 3.2.2.- Diagrama de Flujo de purificacién de EVs de tripomastigotes de T. cruzi
Pan 4.
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3.3. Modelo animal.

Todos los estudios con animales se llevaron a cabo de acuerdo con la
legislacion esparfiola vigente para el Bienestar Animal, donde se establece
que la manipulacidn de ratones se debe realizar utilizando el nimero minimo
necesario para los ensayos, siguiendo las indicaciones y protocolos
(RD53/2013 de 1 de febrero, Articulo 20.2 del Decreto 65/2012 por el que se
regulan las condiciones de sanidad y zootécnicas de los animales, BOE, nam.
79, de 2 de abril de 2015. Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero), por el que
se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los

animales para fines cientificos.

3.3.1. Obtencion de lisado de tripomastigotes de T. cruzi Pan4 para

inmunizacion de animales.

Con el propésito de obtener sueros anti T. cruzi de la cepa Pan4, se utilizaron
tripomastigotes cultivados como previamente se ha descrito y sometidos a un
proceso de ruptura celular mediante varios procesos de congelacion y
descongelacion. Posteriormente, los parasitos, fueron sonicados en un equipo
(Branson SLPe) con 10 pulsos de 1 minuto, en 500 pL de PBS 1X
mantenidos en hielo. La concentracion proteica del lisado fue cuantificada a
través del kit Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific™, 23235),
usandose para realizar la curva estandar en la cuantificacion de diferentes
concentraciones de albumina bovina (BSA). Las absorbancias obtenidas
fueron analizadas con una regresion lineal a fin de calcular las absorbancias
problema obtenidas del lisado de los parasitos como se describe a

continuacion.
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3.3.2. Cuantificacion de la concentracion de proteinas a través del kit
comercial de Micro BCA™,

Para cuantificar la concentracién de proteina del lisado de T. cruzi se utilizé
una mezcla de los tres reactivos del kit Micro BCA™, proporcionando una
solucion de trabajo que esta concentrada de manera que permita medir la
proteina cuando se mezcla con un volumen igual de muestra. El resultado es
un ensayo que permite medir con precision soluciones de proteinas de 0,5 a
20 ug / mL. El ensayo es lineal y muestra niveles muy bajos de variabilidad
de proteina a proteina. EI meétodo utiliza el acido bicinconinico (BCA) como
reactivo de deteccion para Cu*!, que se forma cuando Cu*? se reduce en un
ambiente alcalino(Smith et al. 1985). Se forma un producto de reaccion de
color parpura por la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso
(Cu*). Este complejo soluble en agua exhibe una fuerte absorbancia a 562
nm a la que fue medida en un espectrofotometro Multiskan® Spectrum
(Thermo Scientific, Finlandia). Para la determinacion de las concentraciones
de proteinas se realiz6 una curva de regresion patron con las soluciones de
concentraciones conocidas de BSA (Tabla 3.3.1). Como solucion diluyente
(WR) se empled una mezcla de 25 partes del reactivo MA (tampdn alcalino
de tartrato -carbonato) con 24 partes del reactivo MB (solucion de acido
bicinconico) y una parte del reactivo MC (solucion de sulfato de cobre). Un
volumen de 150 puL de cada dilucion del estandar de albumina, asi como de
las muestras, se mezclé con 150 pL del reactivo completo formado, en una
microplaca de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific, 167008), la cual se
agito activamente durante 60 minutos, incubandose a 37°C durante 2 horas,
protegidos de la luz. La absorbancia fue medida a 562 nm en un lector de
placas Multiskan® Spectrum (Thermo Fisher Scientific, Finlandia). Todas

las muestras se analizaron por triplicado y el valor de concentracion de
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proteina se interpolo de la curva de regresion del control como patron

utilizando el software GraphPad Prism version 9

Tabla 3.3.1 Curva patrén de albumina (BSA) para la determinacion de concentracion
de proteinas a través del método Micro BCA.

Vial Volumen de Volumen y origen del BSA Concentracion final
diluente (mL) del BSA (pg/mL)

A 45 0.5 mL del Stock del kit 200

B 8.0 2.0 mL de la dilucion del vial A 40

C 4.0 4.0 mL de la dilucion del vial B 20

D 4.0 4.0 mL de la dilucion del vial C 10

E 4.0 4.0 mL de la dilucién del vial D 5

F 4.0 4.0 mL de la dilucién del vial E 2.5

G 4.8 3.2 mL de la dilucién del vial F 1.0

H 4.0 4.0 mL de la dilucion del vial G 0.5

I 8.0 0.0 0.0 (blanco)

3.3.3. Inmunizacién de animales de experimentacion para la obtencién

de inmunosuero frente a lisado de tripomastigotes de T. cruzi Pan4.

Con el proposito de obtener inmunosueros para diversos ensayos, se
inmunizaron ratas Wistar machos de cuatro semanas de edad y ratones CD1
machos de 5 semanas. La cantidad de proteinas del lisado, administrada en
las inoculaciones dependid del peso del animal. Los ratones se inmunizaron
con 10 ug de proteinas totales del lisado y las ratas con 20 pg. La
inoculacion se realizd por via intraperitoneal utilizando una solucion
compuesta por el extracto de los tripomastigotes de T. cruzi diluido en PBS
1X y adyuvante completo de Freund's (Sigma- Aldrich, F5881), en una

proporciéon 1:1 en un volumen final de 250 pL para los ratones y 500 uL
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para las ratas. En la primera inoculacion se utilizé el adyuvante completo de
Freund's y en las inmunizaciones posteriores se utilizé adyuvante incompleto
de Freund's (Sigma-Aldrich, F5506).

Se realizaron un total de 7 inoculaciones con intervalos de 1 semana (Tabla
3.3.2). Previo a la primera inoculacion, se extrajo sangre por puncion en la
vena submandibular en los ratones y de la vena femoral en las ratas para la
obtencion de sueros pre inmunes que se utilizaron como control de la
inmunizacion y como controles de suero pre inmune en los diferentes
experimentos. La titulacion de los sueros se evalué mediante ensayos de
ELISA (Figura 3.3.3).

De una manera similar a la obtencién de un inmunosuero frente al extracto
total de T.cruzi, se llevo a cabo la obtencion de inmunosueros frente a EVs
liberadas por las formas tripomastigotes. El aislamiento y purificacion de las
EVs se describird més adelante.

Con el fin de eliminar los potenciales efectos bioldgicos que las EVs
pudieran inducir en los animales inoculados, previamente a la inoculacion
con el adyuvante, las vesiculas fueron fijadas con glutaraldehido 2%, durante
2 h a TA, concentradas mediante centrifugacion y tratadas con glicina
(Sigma, G7126) (0.2M) a fin de bloquear los grupos aldehidos libres. El
inoculo se ajusté a una concentracion de 20 pug de EVs con el que se
inmunizaron 2 ratas Wistar macho de cuatro semanas, procediéndose de

igual manera a la descrita.
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Tabla 3.3.2.- Tabla de inmunizaciones para la obtencién de anticuerpos policlonales

anti lisado y EVs de T. cruzi.

Espacie
Ratones CD1 Ratas Wistar Ratas Wistar
Semanas (n=3) (n=3) (n=2)
Semana | 125 pL adyuvante completo 250 pL adyuvante completo 250 pL adyuvante completo
1 115 uL PBS 230 uL PBS 230 pL PBS
10 pL lisado (10 pg/plL) 20 L lisado (20 pg/uL) 20 pL EVs (20 pg/ul)
250 uL 500 pL 500 pL
Semana | 125uL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto
2 115 pL PBS 230 pL PBS 230 pL PBS
10 pL lisado (10 pg/plL) 20 pl lisado (20 pg/uL) 20 uL EVs (20 pg/ul)
250 pL 500 pL 500 pL
Semana | 125 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto
3 115 pL PBS 230 pL PBS 230 pL PBS
10 pL lisado (10 pg/plL) 20 L lisado (20 pg/uL) 20 pL EVs (20 pg/ul)
250 pL 500 pL 500 pL
Semana | 125 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto
4 115 pL PBS 230 pL PBS 230 pL PBS
10 pL lisado (10 pg/plL) 20 L lisado (20 pg/uL) 20 pL EVs (20 pg/ul)
250 L 500 pL 500 pL
Semana | 125 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto
5 115 uL PBS 230 uL PBS 230 pL PBS
10 pL lisado (10 ug/plL) 20 pl lisado (20 pg / pl) 20 L EVs (20 pg / yL)
250 L 500 pL 500 pL
Semana | 125 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto
6 115 uL PBS 230 uL PBS 230 puL PBS
10 pL lisado (10 ug/plL) 20 L lisado (20 ug /ulL) 20 uL EVs (20 pg /uL)
250 pL 500 pL 500 pL
Semana | 125 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto | 250 pL adjuvante incompleto
7 115 uL PBS 230 uL PBS 230 puL PBS
10 pL lisado (10 pg/pl) 20 pL lisado (20 pg / pL) 20yl EVs (20 pug /L)
250 pL 500 pL 500 pL
Semana Exanguinacion y ELISA
8
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Lisado y EVs de
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Figura 3.2.3 Esquema de la produccion de inmunosueros anti T. cruzi.

3.3.4. Valoracion de los titulos de anti T. cruzi y anti-EVs en sueros de

ratas y ratones inmunizados mediante técnica de ELISA.

La evaluacion del titulo de los diferentes inmunosueros obtenidos se llevo a
cabo mediante técnicas inmuno enzimaticas de ELISA. El antigeno utilizado
fue absorbido en placas de microtitulacion de 96 pocillos (Thermo Fisher
Scientific, 167008) (100 pL/pocillo). Se utilizaron 5 pg del lisado de
tripomastigotes de T. cruzi en tampdn de carbonato/bicarbonato de sodio 100
mM (pH 9,6) por pocillo. EI proceso de adsorcion se produjo a 4 °C durante
16 horas, en agitacion lenta y en camara himeda. Pasada la incubacion las
placas se lavaron con PBS-0.1% Tween 20 y se bloquearon toda la noche a
4°C con una solucion de PBS-T (2% de leche desnatada en PBS-Tween 20 al
0.1%). Seguidamente los diferentes inmunosueros y los sueros preinmunes
negativos, controles positivo y negativo se diluyeron 1:100 en PBS-T y los
sueros de ratones y ratas se diluyeron de forma seriada (1:100 a 1:15000)

agregandose alicuotas de 100 pL de cada dilucion (1:10) a cada tres pocillos.
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Las placas se incubaron a 37 °C durante 2 horas en agitacion.
Posteriormente se lavaron tres veces con PBS-T y tras los lavados fueron
incubadas con IgG anti-rata conjugada con peroxidasa de rabano picante
(Sigma-Aldrich, A9037) en una dilucion 1:1,000 y anti -raton HRP (Dako
Denmark, P0447) diluido 1:1000 en PBST. Se incubaron durante una hora a
37°C, en agitacion, en cdmara humeda y protegidos de la luz. Finalmente,
las placas se lavaron con PBS-T y se revelaron usando sustrato de peroxidasa
(0.1 M acido citrico, 0.1 M citrato de sodio, pH 5), 12.5 mL agua destilada,
OPD (Sigma-Aldrich, P8287) y 25 uL de peroxido de hidrogeno (100
pL/pocillo). La reaccidn fue detenida con 50 pL de solucion de parada 3 M
HCI (Scharlau, AC07411000) en agua destilada.

Para la evaluacion de los inmunosueros anti-EVs de T. cruzi, se utilizaron
placas de microtitulacion de 96 pocillos (ThermoFisher Scientific, 167008)
(100 pL/pocillo) y se recubrieron con 5 pg /pocillo de EVs de
tripomastigotes de T. cruzi previamente cuantificadas siguiendo el protocolo
anteriormente descrito. Se utilizaron controles positivos y negativos que se
evaluaron simultdneamente con los inmunosueros por triplicado.

La absorbancia se determiné a 492 nm en un lector espectrofotométrico
multicanal Multiskan® Spectrum (Thermo Fisher Scientific, Finlandia). El
punto de corte del ensayo se realiz6 calculando la media de la absorbancia
del control negativo + 3 veces la desviacion estandar obtenida. Las medias
de las tres medidas superiores al valor de corte fueron considerados positivos

y bajo el valor de corte negativas.
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3.3.5. Purificacién de inmunosueros a través de columnas de afinidad

paralg G.

Se utilizaron las columnas de 1gG Protein G HP SpinTrap / Ab Spin Trap
(GE Healthcare Life Sciences, 28-9031-34). El primer paso fue remover la
solucion de almacenamiento a través de una centrifugacion a 100 x g durante
1 minuto. Luego se equilibrd la columna con 600 pL del tampon de unién
compuesto por Fosfato sodico (Sigma-Aldrich, 255793) 20 mM en PBS pH
3.0 y se centrifugd a 100 x g durante 2 minutos. Seguidamente se realizo la
unién o acoplamiento del anticuerpo a la columna al afiadir 600 uL de los
sueros, que fueron incubados durante 4 minutos con rotaciones suaves, con
el objetivo que las inmunoglobulinas Gs presentes en el suero se unieran a la
resina de sefarosa de la columna. Una vez pasado el tiempo de incubacion se
centrifugd durante 2 minutos a 100 x g y se lavd dos veces con 600 pL de
tampdn de unidn, para eliminar las inmunoglobulinas que no se acoplaron a
la columna. Por ultimo, se realiz6 la elucion del anticuerpo al afiadir 400 pL
de tampdn de elucion (Glicina-HCL 0.1 M pH 3.0) que se mezclé por
inversion durante un minuto. Las columnas fueron colocadas sobre viales de
2 mL con 15 pL de tampdn neutralizante (Tris-HCL 1 M pH 9.0) y se
centrifugaron a 100 x g durante 2 minutos. Este procedimiento se repitié dos
veces, obteniendo un volumen final de eluido de 800 pL por cada suero
purificado con la columna. Una vez obtenida la obtencién de las
Inmunoglobulinas Gs purificadas se procedido a la cuantificacion de
proteinas, utilizando el kit de Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo
Scientific™, 23235), ya descrito. Debido a que en el proceso de purificacion
de inmunoglobulinas se obtienen cantidades reducidas de proteinas, se
utiliz6 para la cuantificacion de las mismas un método sensible que detectara

con precision dicha concentracion.
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3.3.6. Adsorcion de anticuerpo primario (rata Wistar) para estudios

inmunoquimicos.

Para la adsorcion de los anticuerpos obtenidos, se utilizaron células Vero
(ECACC 84113001) cultivadas a una concentracion de 1X108 células /mL
en medio MEM. El cultivo fue mantenido a 37 °C en una atmdsfera humeda
con 5 % de CO.. Una vez formada la monocapa confluente de céelulas Vero,
se lavaron dos veces con PBS filtrado a través de filtros de 0.22 pum
(Sartorius, 16534) y se fijaron con metanol (Scharlau, ME0302005P) durante
10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente fueron lavadas tres veces
con PBS y permeabilizadas con Triton®X-100 (VWR Chemicals,
28817.295), al 0.1% (v/v) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras
repetidos lavados con PBS, se agregd 1.5 mL de suero policlonal de rata
Wistar anti T. cruzi durante 12 horas a 4 °C en agitacion lenta. La incubacion
con el suero policlonal fue repetida tres veces, con incubaciones previas de
las células con 2 mL de glycina-HCL pH 3.5 por 20 segundos, a fin de
eliminar los posibles anticuerpos unidos a las células y que podrian interferir
en las técnicas inmunoquimicas posteriormente usadas.

Finalmente se colectd el suero, se centrifugd 10 minutos a 14, 000 rpm, se

alicuotd y almaceno a -20°C hasta su uso.
3.3.7. Dialisis y liofilizado de inmunosueros.

Las Ig Gs de los sueros fueron purificados por cromatografia de afinidad
través de la columna IgG Protein G HP SpinTrap / Ab Spin Trap (GE
Healthcare Life Sciences-28-9031-34) y cuantificados con el kit Micro
BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific™, 23235). Los eluidos fueron
dializados con solucién de acetato de amonio 0.1 M usando una membrana
de dialisis 3500 MWCO (Spectra/Por®Dialysis, 132725). Posteriormente
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fueron liofilizados, mediante un LyoBeta Lyophilizer system (Telstar S.A.) y

almacenados a -20°C hasta su uso.

3.4 Estudio de la respuesta inmune ante T. cruzi en sueros chagéasicos

cronicos de pacientes de Panama.

Con el proposito de confirmar los datos obtenidos por las técnicas
seroldgicas de diagnostico y evaluar la respuesta a las formas tripomastigotas
procedentes de cultivo en nuestras condiciones experimentales, se procedid a
titular los sueros de los pacientes chagasicos panamefios frente a dichos

antigenos, y de esta manera conocer los titulos para posteriores ensayos.

3.4.1. Determinacion de titulos de anti T. cruzi en suero de pacientes
chagaésicos frente a lisado de tripomastigotes de T. cruz de la cepa Pan4,

a través de ensayos de ELISA.

Para alcanzar este objetivo, se recubrieron placas de microtitulacion de 96
pocillos (ThermoFisher Scientific, 446639) con 100 uL de lisado de
tripomastigote de T. cruzi a una concentracion de 5 pg / pocillo diluido en
tampdn carbonato/ bicarbonato de sodio 100 mM (pH 9,6) a 4 °C durante 16
horas en agitacion lenta. Posterior a la absorcién del lisado en las placas, se
desarroll6 el protocolo detallado en el apartado 3.3.4.

Los sueros en estudio y los controles humanos positivos y negativos se
diluyeron 1:100 en PBS-T, y se anadieron alicuotas de 100 pL a cada pocillo
incubandose a 37 °C durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion.
Las placas se lavaron 3 veces con el tampon de lavado PBS-T y luego
incubadas con IgG anti-humana desarrollada en cabra, conjugada con
peroxidasa de rabano picante (Sigma-Aldrich, A0170) diluida 1:1,000 en
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PBS-T durante una hora a 37 °C, en agitacion. Se lavo 3 veces con PBS-T y
se realizo todo el procedimiento como se ha descrito anteriormente.

Cada muestra de suero, controles positivos y negativos se analizd por
triplicado. Para el calculo del valor de corte de la prueba se utiliz6 la media
de la absorbancia del control negativo + 3 veces la desviacion estandar

obtenida.

3.4.2. Aislamiento y purificacion de EVs y disociacion de

inmunocomplejos a partir de sueros chagasicos panamenos.

Para aislar y purificar las EVs de los sueros chagasicos se utilizd una técnica
de centrifugacion diferencial.

El protocolo de aislamiento y purificacion de EVs, al igual que el de
disociacion de inmunocomplejos, se realizd en una ultracentrifuga Sorwal
WX80 con el rotor FiberliteTM F50L-24 x 1.5 Fixed- Angle Rotor (Thermo
Fisher Scientific, EE. UU).

Se utilizaron alicuotas de 1 mL de suero para el aislamiento de las EVs, con
una primera centrifugacion de 15 minutos a 1,500 x g, y coleccion de los
sobrenadantes para realizar una segunda centrifugacion de 30 minutos a
17,000 x g. Los sobrenadantes fueron colectados y ultracentrifugados a
100,000 x g durante 4 horas a 4 °C, con el objetivo de obtener las EVs del
suero. Una vez finalizada la ultracentrifugacion del sobrenadante (proteinas
del suero) se realizé un minimo de tres lavados por ultracentrifuacion con
PBS 1X filtrado, a fin de eliminar las proteinas del suero y con ellas las
inmunoglobulinas, descartando cada vez el sobrenadante. El boton fue
colectado para realizar la disociacion del complejo anticuerpos-exovesiculas,
siguiendo la metodologia descrita por Diaz y colaboradores (Diaz Lozano et

al. 2017).- Para tal fin se utiliz6 una solucion de Glicina-HCI (Sigma,
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G7126; Scharlau, AC07411000) 0.1 M pH 4.5 en proporcion 1:1, con la cual
se incubd el botdn colectado, durante 15 minutos a temperatura ambiente en
constante agitacion. Posteriormente se realiz6 una nueva ultracentrifugacion
de 1 hora a 100,000 x g a 4 °C, en donde se recolectaron por separado los
sobrenadantes que contenian los anticuerpos para posteriores estudios y los
botones de cada suero con las EVs. Los botones se resuspendieron en 40 pL
de PBS con un cocktail de inhibidores de proteasas libre de EDTA (Roche,
11836170001). Los sobrenadantes que contienen los anticuerpos en estudio
se neutralizaron con 100 pL de Tris 1 N (Sigma-Aldrich, T6066) y
purificaron con columnas de IgG Protein G HP SpinTrap / Ab Spin Trap (GE
Healthcare Life Sciences, 28-9031-34) o usados directamente cuando se
caracterizaron otras inmunoglobulinas sin afinidad por la proteina A/G.
Tanto el sobrenadante (conteniendo los anticuerpos) como el boton
(conteniendo las exovesiculas) se cuantificaron a través del kit de Micro
BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific™, 23235) para posteriores
ensayos (Figura 3.4.1).
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Figura 3.4.1.- Diagrama de aislamiento y purificacibn de y disociacion de
inmunocomplejos a partir de sueros chagasicos panamefios.
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3.4.3 Determinacion de titulos de anticuerpos anti-EVs disociadas a
partir sueros de pacientes chagasicos panamefios mediante ELISA.

En placas de microtitulacion de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific,
167008 se absorbieron las EVs (100 uL/ pocillo) purificadas y disociadas,
procedentes del suero de pacientes panamefios con la enfermedad de Chagas.
Los pasos siguientes se realizaron de igual manera que en los ELISAs
anteriores.

El anticuerpo primario utilizado fue un inmunosuero de rata Wistar, que al
igual que los controles positivos y negativos (suero de rata) se diluyeron 1:
100 en PBS-T. Se afiadieron alicuotas de 100 pL a cada pocillo, incubdndose
a 37 °C durante 2 horas y en agitacion. Las placas se lavaron con el tampon
de lavado PBS-T y luego fueron incubadas con IgG anti-rata desarrollada en
cabra, conjugada con peroxidasa de rdbano picante (Sigma-Aldrich,
A90379), diluida 1: 1,000 en PBS-T durante una hora a 37 °C, en agitacion.
Se lavd con PBS-T y se adicion6 100 ul / pocillo del sustrato de peroxidasa
con la composicion que se ha detallado en el apartado 3.3.1, durante 30
minutos en oscuridad. La reaccién enzimaética se detuvo adicionando 50 pL
de solucion de parada (HCI 3 M) y se determind la absorbancia a 492 nm en
un lector espectrofotométrico Multiskan® Spectrum (Thermo Fisher
Scientific, Finlandia). Cada muestra de suero, controles positivos y negativos
se analizo por triplicado.

Para este estudio, se realizaron ELISAs en muestras de suero individuales de
23 pacientes con enfermedad de Chagas en fase crdnica clinicamente
asintomaticos, y se realizd un analisis de varianza de una via (ANOVA)

utilizando el paquete de gréficos Origin 2016 para calcular los valores de P.
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3.4.4. lsotipificacion de inmunoglobulinas en sueros chagéasicos

panamefios mediante ensayos de ELISA.

Las sobrenadantes que contenian las inmunoglobulinas obtenidas en la fase
de disociacion, una vez purificados por la columna de 1gG y cuantificados
con el kit comercial micro BCA Protein Assay Kit® (Thermo Fisher
Scientific, 23235) fueron diluidos 1:2 con tampdn carbonato pH 9.6.

Placas de microtitulacion de Nunc® de 96 pocillos (ThermoFisher Scientific,
167008) fueron recubiertas con 100 ul de la dilucién 1:2 de IgG purificada
de las muestras en estudio. La fijacion del anticuerpo a las placas se realizd
durante la incubacién por 16 horas a 4°C en agitacion constante. Posterior a
los lavados y blogueo se agregd 100 pL de las diferentes inmunoglobulinas
utilizadas como anticuerpo primario (Tabla 3.4.4), diluidas 1:500 e
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion suave. Se
lavaron las placas 3 veces con PBS-T y se agreg6 el anticuerpo secundario-
HRP segln especificaciones del fabricante y descritas en la tabla 3.3.4, en
una dilucién 1:1000. Las microplacas fueron incubadas una hora a
temperatura y agitacion suave. Posteriormente las placas se lavaron bajo las
mismas condiciones y se procedié a revelar, agregando 100 uL de una
solucién de sustrato de peroxidasa a cada pocillo. Las placas fueron
incubadas durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente, y
seguidamente se detuvo la reaccion agregando 50 upL de la solucion de
parada, compuesta por 3 M HCI (Scharlau, AC07411000) en agua destilada.
De igual manera la lectura de las placas fue hecha a 492 nm. Para determinar
el punto de corte del experimento se calcul6 la media de las absorbancias del
control negativo + 3 veces la desviacion estandar obtenida.

Para la determinacién de otras inmunoglobulinas como IgA, IgM e IgE que
pudieran formar inmunocomplejos con la EVs, los pocillos fueron tapizados
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con los eluidos procedentes directamente de la disociacion de los
inmunocomplejos sin purificar a través de las columnas de proteina G. Se
realizd el mismo protocolo detallado con los anticuerpos secundarios

especificos de cada una y descritos en la tabla 3.4.1.

Tabla 3.4.1.- Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para isotipificar los

sueros de los pacientes chagasicos a través de ensayos de ELISA.

Anticuerpo Fabricante/ Dilucién Anticuerpo Fabricante/ Dilucién
Primario Referencia Secundario Referencia
Anti-Human Sigma-Aldrich 1:500 Goat Anti- Dako 1:1000
IgG1 Clone MABI1307 Mouse P0447
HP6001 Immunoglobuli
ns/HRP
(affinity
isolated)
Monoclonal Sigma-Aldrich 1:500 Goat Anti- Dako 1:1000
Anti-Human 19513 Mouse
IgG2 (Fc Immunoglobuli Po347
specific) ns/HRP
antibody (affinity
produced in isolated)
mouse
Mouse Abcam 1:500 Goat Anti- | Dako 1:1000
monoclonal ab99826 Mouse P0447
[HP6050] Immunoglobuli
Anti-Human ns/HRP
IgG3 hinge (affinity
heavy chain isolated)
Abcam 1:500
Mouse Anti- ab99817
Human IgG4
pFc’ [HP6023]
(HRP)
Anti-Human Sigma- Aldrich 1:500
IgA (a-chain A0295
specific)-HRP
antibody
produced in
goat
Anti-Human Sigma-Aldrich 1:500 Goat Anti- | Novex 1:1000
IgE 16284 Human
(e-chain IgG(H+L) Al88I1
specific) Antibody,
antibody Horseradish
produced in Peroxidase
goat (HRP)
Conjugate,
cross-adsorbed
Anti-Human Sigma-Aldrich 1:500
IgM. (p- A0420
chain
specific)-HRP
antibody
produced in
goat
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3.4.5. Determinacion de titulos de anti-EVs de T. cruzi en sueros de

pacientes chagasicos panamefios a traveés de ensayos de ELISA.

Placas de microtitulacion de Nunc® de 96 pocillos (ThermoFisher Scientific,
167008) fueron recubiertas con 5 pg/ pocillo de EVs de T. cruzi
resuspendido en tampon carbonato pH 9.6. La adsorcién de las EVs se
produjo durante la incubacion de la disolucién por 16 horas a 4°C en
agitacion. Posterior a los pasos de incubacion, lavado y bloqueo se agregaron
100 pL de los sueros en estudio y controles en diferentes diluciones y se
incubd a temperatura ambiente durante 2 horas en agitacion lenta. Las placas
se lavaron 3 veces con el tampon de lavado PBS-T y luego incubadas con
IgG anti humana desarrollada en cabra, conjugada con peroxidasa de rabano
picante (Sigma-Aldrich, A0170) diluida 1: 1,000 en PBS-T durante una hora
a 37 °C, en agitacion. Los pasos siguientes se realizaron igual que los
apartados anteriores. Cada muestra de suero, controles positivos y negativos
se analizd por triplicado. El calculo del valor de corte de la prueba se

determind como se ha descrito en los apartados anteriores.

3.4.6. Reconocimiento de antigenos de T. cruzi en las EVs circulantes
procedentes de pacientes chagéasicos a través de Western Blot.

Con el objetivo de reconocer proteinas de T. cruzi presentes en exosomas
purificados a partir de un pool de sueros de pacientes chagasicos crénicos, se
realizd6 un Western Blot utilizando anticuerpos anti-EVs de T. cruzi y un
inmunosuero anti-T. cruzi obtenidos en rata. En los geles de SDS-PAGE se
cargaron 75 pg de proteinas de lisado de T. cruzi, EVs de sueros de pacientes

chagasicos y EVs procedente de tripomastigotes de T. cruzi Pan 4.
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3.4.6.1 Preparacion de muestras.

Se utilizé un lisado de tripomastigotes de T. cruzi Pan4, EVs procedentes de
sueros de pacientes chagasicos y EVs procedente de tripomastigotes de T.
cruzi Pan 4. Las proteinas de las muestras se precipitaron con acetona en
proporcién 3:1 v/v durante 24 horas a -20 °C. Una vez precipitada se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 30 min a 4°C, el sobrenadante fue
descartado en su totalidad y eliminado el exceso de acetona del boton
mediante corriente de aire mientras era mantenido en hielo. Seguidamente el
botdn precipitado fue resuspendido en 50 uL de PBS estéril y cuantificada la
cantidad de proteinas como ya ha sido descrito anteriormente.

Para llevar a cabo la electroforesis, las muestras fueron ajustadas a 75 g por
pocillo en 5 puL de tampdn de carga 4X en una proporcién 1:3. Las muestras
junto con el tampdn de carga se calentaron durante 10 minutos a 98 °C, se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 3 minutos a fin de eliminar posibles

grumos y posteriormente se cargaron en el gel.

3.4.6.2. Electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida.

Los reactivos, concentraciones y volimenes para hacer los geles se describen
en el dltimo apartado de este capitulo. Primero se preparé el gel separador al
12% de acrilamida/bis-acrilamida en tampon tris pH 8.8, el cual se agreg6
sobre el soporte de cristal e inmediatamente se afiadié 2 mL de isopropanol
(Sigma-Aldrich, 19516) para lograr que el borde superior del gel fuese
horizontal y evitar la formacion de burbujas, se dejo polimerizar durante 20
minutos y posteriormente se eliming el isopropanol. Una vez polimerizado

el gel separador se agreg6 el gel concentrador preparado con tampoén tris a
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pH 6.8 y finalmente se coloco el peine de 1 mm de grosor de 9 pocillos,
hasta finalizar su polimerizacion.

Las muestras preparadas fueron colocadas en los pocillos formados, de igual
manera que el marcador de peso molecular de proteinas PageRuler® Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, 26616). Seguidamente
se aplicé un campo eléctrico usando un voltaje constante de 70 V para la
separacion de las muestras en el gel espaciador y 150 V para la separacion en
el gel separador. La separacion electroforética se desarroll6 en una cubeta
con tampon de electroforesis. La electroforesis se realizd utilizando un
sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, EE. UU).

3.4.6.3. Western Blot.

Una vez finalizada la electroforesis, los geles de SDS-PAGE conteniendo las
proteinas se colocaron durante 10 minutos en un tampon de equilibrio previo
a la transferencia. Las proteinas fueron transferidas a una membrana PVDF
(Bio-Rad, 1704156) de 0.2 um. Para ello, se utilizO un sistema de
transferencia semi seco Trans blot Turbo (Bio-Rad, Laboratories,
Singapore). Las condiciones de la transferencia fueron de 25 V y 0.5 A
durante 30 minutos. Una vez hecha la transferencia, la membrana PVDF fue
teflida con el tinte rojo Ponceau S (Sigma-Aldrich, P7170) para comprobar la
presencia de las bandas. Posterior a la transferencia, las membranas fueron
blogueadas para lograr uniones especificas de los anticuerpos utilizados en el
reconocimiento antigenico. Este proceso se realiz6 mediante la incubacion de
la membrana en una solucion de bloqueo preparada con leche en polvo
desnatada al 5% en PBS-T e incubada durante toda la noche, a 4°C en

agitacion suave. Finalizada la incubacion se realizaron 5 lavados de 10
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minutos cada uno con tampon de lavado compuesto por PBS-Tween 20
(0.1%).

Para la inmunodeteccion, las proteinas inmovilizadas en la membrana se
incubaron con anticuerpos primarios especificos que permitieron identificar
y cuantificar perfiles de proteinas concretas de una mezcla compleja de
proteinas. Para estos ensayos se prepararon diferentes anticuerpos primarios y
secundarios que se describen en la Tabla 3.4.2. Los anticuerpos primarios
utilizados se incubaron durante toda la noche a 4 °C en camara himeda y en
agitacion suave. Pasado el tiempo de incubacion se lavaron 3 veces con PBS-T.
Para la isotipificacion de las inmunoglobulinas se agregé un segundo
anticuerpo primario con la finalidad de reconocer las Ig Gs descritas en la
Tabla 3.4.2. El anticuerpo se incub6 por 2 horas en camara himeda a
temperatura ambiente y en agitacion lenta. Una vez pasado el tiempo de
incubaciodn, se lavo tres veces con PBS-T y se colocd el anticuerpo secundario
(Tabla 3.4.6.3) durante 1 hora, a temperatura ambiente, en cdmara humeda,
protegidos de la luz, y en agitacion suave. Terminada la incubacion se lavo 3
veces las membranas con PBS-T (Figura 3.4.2). La reaccion se visualizd
utilizando el sustrato Clarity® ECL Western substrate (Bio-Rad
Laboratories, 170-5060) en un equipo de analisis de imagenes ChemiDoc®
(Bio-Rad Laboratories, EE. UU).
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Figura 3.4.2.- Esquema de Inmunodeteccién
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Tabla 3.4.2.- Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el reconocimiento de
proteinas totales y anticuerpos de sueros chagésicos crénicos a través de Western Blot.

Anticuerpo Fabricante/ Dilucién Anticuerpo Fabricant Dilucién
Primario Referencia Secundario e/
Referenci
a
Anti T. cruzi (rata) Inmunosuero 1:1000 Anti-Rat IgG (whole Sigma- 1:5000
molecule)-Peroxidase | Aldrich
A9542
Anti exosoma de T. Inmunosuero 1:500 Anti-Rat IgG (whole Sigma- 1:5000
cruzi (rata) molecule)-Peroxidase | Aldrich
A9542
Pool de Sueros de Inmunosuero 1:200 Goat Anti-Mouse Dako 1:5000
pacientes Immunoglobulins/H P0447
chagdsicos RP (affinity isolated. Sigma-
Anti-Rat IgG (whole Aldrich 1:5000
molecule)-Peroxidase | A9542 :
Anti-Human IgG1 Sigma-Aldrich 1:500 Goat Anti-Mouse Dako 1:1000
Clone HP6001 MAB1307 Immunoglobulins/H P0447
RP (affinity isolated)
Monoclonal Anti- Sigma-Aldrich 1:500 Goat Anti-Mouse Dako 1:1000
Human IgG2 (Fc¢ 19513 Immunoglobulins/H P0447
specific) antibody RP (affinity isolated)
produced in mouse
Mouse monoclonal Abcam 1:500 Goat Anti-Mouse | Dako 1:1000
[HP6050] Anti- ab99826 Immunoglobulins/H P0447
Human IgG3 hinge RP (affinity isolated)
heavy chain
Abcam 1:500
Mouse Anti- ab99817
Human IgG4 pF¢’
[HP6023] (HRP)
Anti-GAPDH Invitrogen 1:5000 Polyclonal Goat Anti- | Dako 1:2000
(Loading control MA5-15738 Rabbit Denmark
antibody, GA1R) immunoglobulins/HR | P0448
(control de carga) P

Las membranas PVDF fueron reutilizadas con el propdésito de asegurar la
misma carga proteica en todos los Western Blot y lograr una correcta
cuantificacion de las bandas obtenidas. Para ello, las membranas fueron
incubadas durante 24 horas en una solucién &cida pH 2.3 compuesta por
glicina (Sigma-Aldrich, G7126) 2 M, HCI 37% (Schalau, AC07411000), B-
Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, M7522) y Tween 20, 10 % v/v (Sigma-
Aldrich, P7949), lo que permitio la eliminacion de los anticuerpos utilizados

en la inmunodeteccion de otras proteinas. Luego de la incubacion se
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realizaron abundantes lavados, que facilitaron la eliminacion de los
anticuerpos y de la propia solucion de acida. A continuacion se procedio al
nuevo bloqueo de las membranas y uso de otros anticuerpos tal y como se

indico anteriormente (gonzalez, Lozano, and Fonseca 2007).

3.5. Ensayos de biodistribucion y localizacion de las EVs e
inmunocomplejos (EVs- 1gGs) de tripomastigotes de T. cruzi en 6rganos
de raton.

Para determinar la biodistribucion y localizacion de EVs e inmunocomplejos
en los diferentes 6rganos de un modelo animal, se disefié un ensayo con
seguimientos cada 24 horas para tomas de muestras e imagenes. Los

protocolos se describen a continuacion.

3.5.1 Preparacion de EVs e Inmunocomplejos (EVs-1gGs) para ensayo

de biodistribucion y localizacion.

Las EVs purificadas y cuantificadas como ya se ha detallado anteriormente
fueron ajustadas a una concentracion aproximada de 0.4 mg / pL. Alicuotas
de 50 pL fueron tratadas previamente a temperaturas de 37 °C y 80 °C en una
termoplaca (Major Science, Taiwan) durante 30 minutos. La formacién de
los inmunocomplejos (EVs-1gG) se realiz6 por incubacién de las EVs con
100 pL de 1gGs de raton procedentes de los inmunosueros anti T. cruzi, que
previamente habian sido purificadas por columnas de Prot G y diluidas 1:100
en PBS 1X. La mezcla se incub6 a 37°C durante 1 hora en rotacion orbicular.
Seguidamente se realizaron dos lavados con PBS filtrado y centrifugado a

100,000 x g durante 1 hora a 4°C a fin de eliminar las inmunoglobulinas no

127



Materiales y Métodos

unidas. Una vez formado el inmunocomplejo (EVs-1gGs), se procedio al

marcaje con el colorante lipofilico.

3.5.2. Marcaje de EVs y de inmunocomplejos (EVs- 1gGs) con colorante
lipofilico (DiR).

Para el marcaje se utilizaron 4 alicuotas de 50 puL de EVs. Se prepararon
EVs e inmunocomplejos con tratamientos térmicos a 37°C y 80°C (dos de
EVs solas y dos de inmunocomplejo). Seguidamente, las 4 alicuotas se
tiferon con 10 pL del fluoroforo lipofilico 1,1-dioctadecil-3,3,3,3-
tetrametilindotricarbocianina yoduro (DiR) (Invitrogen, D12731) diluido en
PBS (1:10). El DiR es un colorante fluorescente que se une a membranas
permitiendo su marcaje. Dicho marcaje se realizd durante 45 minutos a
37°C, en rotacion orbicular protegidas de la luz. Posterior a la incubacion se
realizaron dos lavados con PBS filtrado por centrifugacion a 100,000 x ¢
durante 1 hora a 4°C, a fin de eliminar el exceso de colorante no ligado,
seguidamente se almacen0 a 4 °C protegido de la luz hasta su uso (Figura
3.5.1).
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Figura 3.5.1.- Esquema del desarrollo del marcaje de EVs e Inmunocomplejos de T.
cruzi
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3.5.3. Biodistribucion de EVs de tripomastigotes de T. cruzi e
inmunocomplejos (EVs-1gGs) anti-T. cruzi mediante el sistema de

analisis de imagenes VIS en ratones CD1.

Siguiendo los protocolos y reglamentacion de la legislacion espafiola vigente
para el Bienestar Animal, se utilizé un total de 22 ratones, 2 grupos de 10
ratones hembra CD1 de 4 semanas y 2 ratones control. Cada experimento se
realizé por duplicado. El primer grupo de 10 ratones
fue dividido en dos grupos de 5. EIl primer grupo de 5 fue inoculado con 50
puL de EVs recién purificadas calentadas a 80°C, al objeto de desnaturalizar
las moléculas bioactivas de dichas vesiculas y marcadas como se describe en
el apartado anterior con el fluoréforo lipofilo DIR, inyectado por via
intravenosa (iv) en la vena de la cola. El segundo grupo de 5 ratones se
inoculé con EVs incubadas a 37°C igualmente marcadas con DiR. El
segundo grupo de 10 ratones también se dividié en dos grupos de 5, el
primer grupo de 5 animales se inoculd con EVs calentadas a 80 °C unidas a
IgG de ratdn purificadas (Inmunocomplejos) marcadas con DiR. El segundo
grupo de 5 ratones fue inoculado con EVs incubadas a 37°C unidas a IgG de
ratbn y marcadas con el colorante DiR. Los 2 ratones control fueron
inoculados con 50 uL de PBS 1X estéril y filtrado con 10 pL de DiR. Con
los 4 grupos de 5 ratones debidamente identificados se realizaron mediciones
a los 30 minutos de realizar la inoculacion y posteriormente cada 24 horas
por 5 dias consecutivos para el analisis de la distribucion de DiR-EVs-IC, a
través del equipo IVIS Spectrum (Perkin Elmer) (Figura 3.5.2). Se tomaron
imagenes de los ratones vivos sedados con isoflurano (Isovet®, CN571105.8)
1000 mg/g (Liquido para inhalacién del vapor). Dependiendo de la
distribucion de las exovesiculas en los diferentes 6rganos a medida que
transcurrian los dias, se elegia un raton de cada grupo de 5 para tomar las
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imagenes in vivo y luego practicarle la necropsia. Durante la sedacion con
isoflurano se extrajo sangre a través de puncidn intracardiaca, para la

obtencion de suero y seguidamente se realizé la necropsia.

Los d6rganos fueron analizados por imagen y colocados inmediatamente en

proporcién de al menos 10 volumenes del reactivo (o0 aproximadamente 10

ML de reactivo por 1 mg de tejido) en RNAlater® (Invitrogen, AM7020) un
reactivo de almacenamiento de tejido que impregna rapidamente los tejidos
para estabilizar y proteger el ARN celular para estudios determinacion de
interleukinas por RTq PCR. Los datos de imagenes se analizaron con el

software IVIS (Living Image Software for IVIS). ®
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Figura 3.5.2.- Esquema de los ensayos de biodistribucion de las EVs de tripomastigotes
de T. cruzi e inmunocomplejos EVs-1gGs anti-T. cruzi mediante el sistema de anélisis
de iméagenes IVIS en ratones CD1.
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3.6. Cuantificacion de la expresion de interleucinas en muestras de
higado y bazo de ratones CD1 inoculados con EVs e inmunocomplejos
(EVs-1gG) de tripomastigotes de T. cruzi.

Para cuantificar la expresion génica de una bateria de interleucinas detalladas
en la Tabla 3.6, en muestras de higado y bazo de ratones CD1, se extrajo el
RNA siguiendo los protocolos descritos por Florell y colaboradores (Florell
et al. 2001).

3.6.1. Extraccion de RNA de higado y bazo de ratones CD1.

Con la finalidad de estudiar la expresion de interleucinas en modelo animal,

se realizo la extraccién de ARN de muestras de drganos colocados en 2 mL

de RNAlIater. Este protocolo se Ilevo a cabo con el kit comercial RNeasy®
Midi kit (Qiagen, 74104), siguiendo las especificaciones del fabricante con
algunas modificaciones. Brevemente se pesaron aproximadamente 10 mg de
tejido de higado y bazo procedente de los diferentes grupos objeto de
estudio, que fueron homogenizados manualmente con jeringuillas de
diferentes calibres 23G x1” y 25G x1” mm (BD Microlance ™, 300600) con
600 pL de tampon RLT. Seguidamente se precipitaron los acidos nucleicos
con 600 pL de etanol al 70 % y se transfirio a una columna (de membrana de
silice con una capacidad de union de 100 pg de ARN), para centrifugar 30
seg a 8000 x g. El eluido se descartd en el tubo colector colocandose la
columna en un nuevo tubo, al cual se agreg6 otros 700 uL del tampén RW1
con el objeto de lavar la membrana de la columna, centrifugandose
nuevamente a 30 seg a 8,000 x g. El proceso de lavado se repitid
nuevamente y se afiadieron 500 pL de tampdn RPE centrifugandose 30 seg a
8,000 x g. Este paso se repiti0 nuevamente con una centrifugacion de 2

minutos. Se cambio nuevamente el tubo colector y se realizO una

133



Materiales y Métodos

centrifugacion de 1 min a 8000 x g, para garantizar que no quedaran restos
de los tampones previamente utilizados. Finalmente, la columna se coloco en
un eppendorf de 1.5 mL y se afiadieron directamente a la membrana de la
columna 50 pL de agua libre de RNasas para posteriormente centrifugar 1
min a 8,800 x g. Este paso se repitio al menos dos veces. Todo el protocolo
se realizd manteniendo las muestras a 4 °C. El RNA total obtenido fue
cuantificado espectrofotométricamente en un equipo (Nanodrop ND-1000,
Thermo Scientific) y almacenado a -80°C hasta su uso. La calidad del RNA
fue evaluada a traves de una electroforesis en gel desnaturalizante (Aranda,

LaJoie, and Jorcyk 2012) como se describe a continuacion.

3.6.2. Verificacion de la calidad del RNA extraido de diferentes muestras

de tejidos mediante electroforesis en gel desnaturalizante.

Una vez se obtuvieron los RNA de las muestras bioldgicas, se llevo a cabo
una electroforesis en gel desnaturalizante a fin de evaluar visualmente la
calidad del RNA; para ello se siguio la metodologia descrita por Aranda y
colaboradores (2012), con algunas modificaciones (Aranda et al. 2012). Se
prepard un gel de agarosa de bajo peso molecular (Condalab, 8010.22) al 1%
en 50 mL de tampdn TAE (Tris-acetato-EDTA) al que se agregd 200 pL de
hipoclorito de sodio al 15% y 5 pL de Sybr® Safe DNA (Invitrogen,
S33102). La electroforesis se realizd en el tampon de corrida TAE 1X,
cargandose junto a las muestras un marcador de DNA de 50-1000 pb
(Canvax, L0009) y las muestras de RNA (concentracion minima de 1jg) con
tampon de carga de DNA (Invitrogen, 10816-015) para una concentracion
final de 1X. El gel se corrié durante 50 minutos a 100V. El resultado de la
electroforesis se visualizo en el equipo de andlisis de imagenes ChemiDoc®
(Bio-Rad Laboratories, EE. UU.). La banda de 28s (corre a 4.8kb) y 18s

(corre a 2kb) se observaron separadas.
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3.6.3. Eliminacion del DNA genomico e inactivacion de la Enzima DNasa
1.

Para eliminar el DNA genomico se utilizd El kit TURBO DNA-free™
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, AM1907), que contiene reactivos
para la digestion completa y eficaz del DNA y la eliminacion de la enzima y
los cationes divalentes tras la digestion, ya que se elimina cantidades
minimas de ADN que pueden proporcionar falsos resultados con la RT-
gPCR. Se siguio el protocolo recomendado por el fabricante. Para ello en un
eppendof libre de RNAasa de 0.5 ml se agregd 5 pL del buffer DNase turbo,
1 pL de DNasa turbo y 44 pL de RNA total, para un volumen final de 50 pL.
Seguidamente se agitd en un vortex, se centrifugd brevemente y se incubé 30
min a 37°C. Una vez trascurrido el tiempo de incubacion se agregd 5 uL de
reactivo de inactivacion y se mezclé nuevamente durante 20 seg para
posteriormente centrifugar durante 1.5 min a 10,000 x g. Finalmente, el

sobrenadante se almacend a -80° C hasta su uso.

3.6.4. Retrotranscripcién del RNA

La retrotranscripcion se realizo con el kit QuantiTect Reverse Transcription
(Qiagen, 205311) siguiendo las especificaciones del fabricante, en un

volumen final de 20 pL, como se describe en la tabla 3.6.1.
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Tabla 3.6.1.- Reactivos para la retrotranscripcion.

Reactivos Cantidad (pL)
H20 MQ uL
gDNA Wipeout Buffer 2uL
RT Primer Mix 1uL
Quantiscript RT Buffer 4ul
Transcriptasa inversa cuantiscript 1uL
RNA 3uL
Volumen final 20 pL

Las condiciones de la retrotranscripcion fueron: 2 minutos a 42 °C, 16 min a
42 °C y finalmente 2 min a 92 °C.

3.6.5. Determinacion de los niveles de expresion de genes de

interleucinas a través de RT-gPCR.

La amplificacion de los diferentes genes seleccionados para el estudio de las
interleucinas se realiz6 utilizando oligonucleétidos, disefiados con el
programa eprimer3, cuyas secuencias se encuentran descritas en la Tabla 3.4.
Para cada pareja de oligonucleétidos se hizo una curva de calibracion y se
optimizaron las condiciones de amplificacion. El gen de referencia utilizado
para normalizar la expresion de cada interleucina y como control interno de
la reaccion, fue el gen de la p-actina (338-340). EI cDNA con

concentraciones aproximadas de 50 ng por reaccion fue amplificado por

. : ™ .
triplicado usando el reactivo Ssofast  Eva Green@ Supermix (BIO-RAD,
172-5201). La reaccion de gPCR se realizd en un volumen final de 10 L,

como se describe en la Tabla 3.6.2.
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Tabla 3.6.2.- Reactivos para la qPCR.

Reactivos Cantidad (pL)
Eva Green S5 uL
IL-qPCR-F 0.4 uL
IL-gPCR-R 0.4 uL
ADNCc (50 ng/ pyL) 2.0pL
H20 MQ 2.2 uL
Volumen final 10 pL

Las condicionas de la amplificacion fueron: 95 °C durante 2 minutos,
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 segundos,
alineamiento a 55 °C durante 30 segundos, y extension a 60 °C durante 1
minuto, y finalmente mantenidas a 12°C. Las amplificaciones fueron
llevadas a cabo en un termociclador CFX96 ™Real-Time System (C1000™
Thermal Cycler, BIO-RAD, Singapore). Los cebadores de ensayo fueron
sintetizados por Life Technologies ™ (Tabla 3.6.3). El ciclo umbral del gen
diana promedio (ACt g) para cada muestra (calculado utilizando los valores
CT de las réplicas técnicas dentro de cada condicién experimental) se
normaliz6 a los valores promedio Beta actina (ACt geta actina) de la misma
muestra de cDNA. Luego, las variaciones de expresion calculadas se
normalizaron para el control interno (es decir, la célula de control a las 3 h)
usando el método AACt.

Finalmente, la expresion de cada gen se calcul6 como la diferencia en el
umbral de los ciclos gPCR (ACT = CT gen de interés -CT gen 0 genes de
referencia). La expresion de cada gen se determind como la diferencia entre
los valores ACt (AACt), utilizando en cada caso su control. Como un ciclo

de PCR representa 2 veces la diferencia en la abundancia del DNAc
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(generado a partir del RNAm por la enzima Transcriptasa Reversa), los

cambios en la abundancia relativa se calcularon como 2-AACT.

Tabla 3.6.3.- Secuencia de oligonucle6tidos de interleucinas estudiadas.

Interleucina Secuencia (5”- 3") Temperatura de Melting

R-Actina F TCCATCATGAAGTGTGACGT 60 °C
R GAGCAATGATCTTGATCTTCAT

112 F CCACTTCAAGCTCCACTTCA 55°C
R ATCCTGGGGAGTTTCAGGTT

L4 F CCTCACAGCAACGAAGAACA 55¢C
R ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT

IL9 F  TGATTGTACCACACCGTGCT 55°C
R AGGTCACTCCAACGATACGG

1L10 F CAGAGCCACATGCTCCTAGA 55°C
R TCATTTCCGATAAGGCTTGG

1L12 F GACCAAACCAGCACATTGAA 55°C
R CTACCAAGGCACAGGGTCAT

IL13 F  AGCATGGTATGGAGTGTGGA 60 °C
R TTGCAATTGGAGATGTTGGT

IL15 F CATTTTGGGCTGTGTCAGTG 55°C
R TGCAACTGGGATGAAAGTCA

IL17 F TCCAGAAGGCCCTCAGACTA 60 °C
R TCATGTGGTGGTCCAGCTT

1L21 F  GAGGACCCTTGTCTGTCTGG 60 °C
R TCATCTTTTGAAGAAGCCATTT

1L23 F  TAATGTGCCCCGTATCCAGT 60°C
R AGGCTCCCCTTTGAAGATGT

1L25 F ACCACAACCAGACGGTCTTC 55°C
R CTGCTTCAGGTAGGGCTTTG

1L38 F TCAGTATGGGTGGAGGGT 60 °C
R ACAAGGGAGGTGAACAAA

INF -y F GCTCTTCCTCATGGCTGTTT 55°C
R GTCACCATCCTTTTGCCAGT

TGF-R F  TGGAGCAACATGTGGAACTC 55°C
R AGCCCTGTATTCCGTCTCCT

TNF- a F CCCCAAAGGGATGAGAAGTT 55°C
R CACTTGGTGGTTTGCTACGA
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3.7. Caracterizacion de EVsde T. cruzi.

El estudio de los exosomas por diferentes técnicas resulta un verdadero
desafio debido a su pequefio tamafio (50-100 nm). En este apartado se
detallas diversas técnicas  biolégicas y quimicas que permiten su
caracterizacion (Kotrbova et al. 2019) (Szatanek et al. 2017).

3.7.1 Dynamic Light Scattering (DLS).

Con el objetivo de determinar el tamafio de la EVs purificadas de
tripomastigotes y epimastigotes del T. cruzi, se prepar6 una dilucién (1:100)
con 10 pL de la muestra de exosoma resuspendida en 990 uL de PBS filtrado
0.2 pum, se mezclé bien y se cargd en la cubeta. Se tomaron tres
determinaciones por muestra para cada experimento independiente, a
temperatura ambiente (25°C) usando un medidor de particulas de alto
rendimiento o sistema Zetasizer Nano range system (Malvern Instruments,
RU).

3.7.2 Caracterizacion de EVs de T. cruzi a través de la deteccion de las
proteinas cruzipaina y trans-sialidasa mediante ensayos de \Western
Blot.

La superficie celular de T. cruzi estd cubierta por una amplia gama de
moléculas que incluyen miembros de la familia proteica trans-sialidasa (TS/
gp85), glicoproteinas similares a mucina, superfamilias de proteinas
asociadas a mucina (MASP) y proteasas implicadas en la adhesion e invasion
a la célula del huésped por las formas infectivas del parasito, como es el caso
de la cruzipaina (Czp) (Brossas et al. 2017; Ferrdo et al. 2015). Estudios de

protedmica indican variaciones en el contenido de las EVs de tripomastigotes
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y epimastigotes de las distintas cepas (Brossas et al. 2017; Ribeiro et al.
2018).

3.7.2.1. Preparacion de muestras.

Para la electroforesis se utilizd6 EVs de tripomastigote y epimastigote de T.
cruzi Pan 4 y lisado de tripomastigotes T. cruzi Pan 4. Todas las muestras se
precipitaron con acetona (VWR, 20067.320) en proporcion 3:1 v/v durante
24 horas a -20 °C. Una vez precipitada las muestras se centrifugaron a
14,000 rpm durante 30 min a 4°C, el sobrenadante fue descartado en su
totalidad y del botdn evaporada los restos de acetona. Seguidamente el
botdn se resuspendio en 50 pL de PBS 1X esteril filtrado, filtro de 0,22 um
(Sartorius, 16534) y cuantificado a través del kit comercial BCA Protein
Assay Kit® (Thermo Fisher Scientific, 23235).

Para el desarrollo de este ensayo también se
incluydé muestras de EVs de tripomastigotes y epimastigotes tratadas con
Proteinasa K con el objetivo de eliminar las proteinas de su superficie.

Para llevar a cabo el tratamiento enzimatico, se incub6 una
alicuota de 1,5 pg de tripomastigotes en 2 mL de solucion de Hank (pH 7,5)
durante 1 hora a 37°C, con proteinasa K (Merck, 70663-5) (0,5 mg / mL) en
rotacion orbicular. Seguidamente la muestra se lavd dos veces con PBS
mediante ultracentrifugacion a 100,000 x g durante 2 h con la finalidad de
eliminar la enzima restante. La incubacion de las EVs con la enzima se
realizd6 de acuerdo con Retana Moreira et al (2019) (Retana Moreira,
Rodriguez Serrano, and Osuna 2019). Las EVs tratadas con proteinasa k
fueron precipitadas y cuantificadas de igual manera como se describid

anteriormente.
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Con dichas muestras se llevo a cabo un Western Blot, como se ha descrito
previamente, y las membranas fueron incubadas con los anticuerpos
primarios anti-trans-sialidasa (mAb 39) y anti-cruzipaina, donados por el Dr.
J. Gonzalez, de la Universidad de Antofagasta, Chile (Tabla 3.7.1).

Tabla 3.7.1.- Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la caracterizacion de

EVsde T. cruzi Pan4 a través de ensayos de Western Blot.

Anticuerpo Fabricante/ Dilucion Anticuerpo Fabricant Dilucion
Primario Referencia Secundario e/
Referenci
a
Anti Tran-sialidasa | Inmunosuero. 1:1000 Goat Anti-Mouse- Dako 1:1000
;Jemvemdad HRP P0447
(MAD 39) Antofagasta,
Chile.
Anti- Cruzipaina Inmunosuero. 1:1000 Goat Anti-Rabbit- Dako 1:2000
Universidad HRP P0448
de
Antofagasta,
Chile.
Anti T. cruzi Inmunosuero 1:100 Goat Anti-Mouse- Dako 1:1000
(Raton) HRP P0447
Anti-calmodulina Abcam 1:500 Goat  Anti-Mouse- | Dako 1:1000
(control de carga) ab2860 HRP P0447

3.7.3 Caracterizacion microscopica de la interaccion EVs de T.

cruzi — célula

3.7.3.1 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Los experimentos de interaccion EVs- célula se realizo en células Vero que
fueron tratadas con exosomas de tripomastigote de T. cruzi Pan4 a diferentes

tiempos.
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3.7.3.1.1. Preparacion de muestras para el estudio de la interaccion
célula- EVs mediante SEM.

Para nuestros ensayos de SEM se usaron células Vero (ECACC 84113001)
(1 x 10 # células /mL) cultivadas en medio Eagle’s modificado (MEM)
(Sigma-51200-046), suplementado con 10% de SFBI (Gibco, 10439024),
més antibidticos (penicilina 100 U / mL, estreptomicina 100 pg / mL),
sobre cubreobjetos de 13 mm (Marienfeld, 111530) en placas de cultivo de
24 pocillos (Thermo Fisher Scientific, 142475). El cultivo fue mantenido a
37°C en una atmosfera himeda con 5 % de CO2 Una vez adheridas y
formando la monocapa de forma confluente se lavaron dos veces con medio
MEM sin suero. Seguidamente se le agregd, 300 pL de MEN sin suero y
30 pL (0.1 pg/ pL) de EVs de T. cruiz, todo ello previamente calentando a
37 °C. Los tiempos de interaccién previo a la fijacion fueron de 5, 7.5 y 10
minutos.  Transcurrido los diferentes tiempos de incubacion a 37°C, las
células fueron lavadas tres veces con MEN sin suero y fijadas con 500 pL de
paraformaldehido (Sigma-Aldrich, P6148) 4% (v/v) en PBS durante una
hora a 37 °C.

Tras la fijacion se lavo la placa con PBS y se procedi6 a bloquear los grupos
aldehido libres agregandose glicina (Sigma-Aldrich, G7126-1KG) 0.02 M,
pH 7.1 durante 10 minutos a temperatura ambiente en agitacion. La placa de

cultivo fue lavada con PBS y bloqueada con 1% de ovoalbumina (Sigma-

Aldrich®, A5503-5G) con tres incubaciones de 10 minutos a temperatura
ambiente. Tras el proceso de bloqueo se llevaron cabo tres lavados con PBS

y se procedié a realizar el marcaje con los anticuerpos.
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3.7.3.1.2. Inmunomarcaje.

Para el inmunomarcado se utiliz6 un anticuerpo primario anti T. cruzi-rata
policlonal, diluido 1:50 durante dos horas a temperatura ambiente y en
camara humeda. Luego de tres lavados con PBS ultra filtrado se agrego el
anticuerpo secundario marcado con oro coloidal Anti-Rat 1gG-Gold (10nm)
(Sigma-Aldrich, G7035) en dilucién 1:50 durante dos horas a temperatura
ambiente y en camara humeda. Transcurrido el tiempo de incubacion se
lavaron los cubreobjetos con tampon carbonato/ bicarbonato de sodio pH 8.3
filtrado y se fijé con 500 pL de una solucién de glutaraldehido (Sigma,
G6257) al 1% y paraformaldehido (Sigma, P6148) al 2% en tampdn de
cacodilato de sodio isotonizado con sacarosa 0,1 M durante 30 minutos a
37°C.

Las muestras fueron analizadas en un microscopio AURIGA™ FIB-FESEM
(Carl Zeiss SMT), en el Centro de Instrumentacion cientifica (CIC) de la
Universidad de Granada con capacidad de analizar cationes mediante un
equipo OXFORD Instrument.

3.7.3.2. Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

Para verificar los mecanismos por la cual se da la interaccion célula-EVs se
realiz6 el protocolo que se describe a continuacion tanto con células Vero

como con células Raw 264.7 (macrdfagos) en diferentes tiempos.
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3.7.3.2.1. Preparacion de muestra para el estudio de la interaccion
celula- EVs mediante TEM.

Las interacciones con células Vero fueron realizadas como ya se ha sido
descrito para SEM, en este caso en frascos de cultivos de 25 cm? (Thermo
Fisher, 156340), con medio MEM a 37 °C, en atmosfera de 5% de CO». La
monocapa confluente, se puso en contacto con una suspension de 30 L de
EVs (0.4 pg/uL) de T. cruzi Pan4, con tiempos de interaccion de 1, 5, y 10
minutos.

Transcurrido los tiempos de incubacion, las células tratadas con las EVs
fueron lavadas tres veces con MEM sin suero y fijadas con 3 ml de 4 %
paraformaldehido (Sigma-P6148) 1% glutaraldehido (v/v) en PBS durante 2
horas a 37 °C. Pasado el tiempo de fijacion las células se lavaron tres veces
con PBS, tras lo que se separd la monocapa con un “cell scraper” (SPL Life
Science, 90020) para luego concentrar las células fijadas por centrifugacion
10 minutos a 16,000 g.

Una vez centrifugadas las células, se descartd el sobrenadante y el boton de
células fue resuspendido en 100 puL de PBS y procesado en el laboratorio de
muestras Bioldgicas del Centro de Instrumentacién Cientifica (CIC) de la
Universidad de Granada, para realizar los cortes y montar sobre rejillas de
niquel.

Para los ensayos con células Raw se cultivo 2x10 4 células /mL en frascos de
cultivo de 25mm? con 5 mL de medio DMEM suplementado con glutamina,
5% de CO? y a 37°C. Una vez los cultivos tenian monocapas confluentes en
un 70-80%, se les agreg6 30 uL de EVs de tripomastigotes de T. cruzi a una
concentracion aproximadamente de 0.4 pg/uL a diferentes tiempos de
incubacién. Los siguientes pasos del protocolo se realizé como se ha descrito

antes.
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3.7.3.2.2. Inmunomarcaje.

Las rejillas montadas con los cortes de células Vero tratadas con las EVs en
diferentes tiempos, se utilizaron para la inmunocitoquimica como se describe
a continuacion, donde se utiliz6 una serie de pasos de bloqueo. EI primer
paso fue bloquear los restos de fijador y de resina que pudieran interactuar
con los anticuerpos. Para ello las rejillas se transfirieron a una solucion de
glicina (Sigma, G7126) 0.02 M en PBS, pH 7.3 durante 10 min a
temperatura ambiente, con el objetivo de bloquear los grupos aldehidos de
las muestras que pudieran haber quedado libres, posteriormente fueron
sumergidas en una gota de solucion de gelatina de teleosteo (Fluka Chemie,
AG-48722) al 1% en PBS 1X durante 10 min a temperatura ambiente. Se

bloqueo nuevamente 3 veces en una solucion al 1% de ovoalbumina (Sigma-

AIdrich®, A5503), disuelta en PBS 1X durante 10 min a temperatura
ambiente. Tras ello, las rejillas fueron incubadas con el anticuerpo primario
policlonal (anti- T. cruzi de rata), diluido en tampdén de bloqueo de
ovoalbumina (1/75) durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de la
incubacion con el anticuerpo, se realizaron 4 lavados por 5 min con PBS
1X. La siguiente incubacion fue con el anticuerpo secundario marcado con
oro coloidal Anti-Rat IgG (whole molecule) Gold (Sigma- Aldrich, G7035)
diluido 1:50 durante dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, las
rejillas se lavaron 5 veces con PBS y con agua bidestilada a fin de eliminar
las sales de la solucion salina.

Las preparaciones fueron contrastadas con acetato de uranilo al 2% vy citrato
de plomo de Reynolds en el laboratorio centralizado de Muestras Bioldgicas
del CIC.
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3.7.3.2.3. Inmunomarcado con doble anticuerpo en la interaccion célula-
EVs.

Para el inmunomarcaje con doble anticuerpo se utilizo rejillas tanto con EVs
y células Vero como con células Raw, tratadas con las diversas soluciones de
gelatina, glicina y ovoalbimina, como se detall6 en el apartado 3.7.3.2.2.
Los anticuerpos primarios utilizados fueron: suero policlonal anti T. cruzi-
rata (adsorvido en células Vero) dilucién 1:25, anti -caveolina-conejo (Santa
Cruz Biothechnology, sc-7942) diluido 1:100 y anti-Clatrina-cabra (Santa
Cruz, sc-6580) diluido 1:100. Las muestras fueron incubadas 2 horas a
temperatura ambiente en camara hiumeda. Pasada la incubacion se lavaron 5
veces con tampon carbonato pH 8.6 y se agregaron los anticuerpos
secundarios durante 1 hora a temperatura ambiente, en cdmara himeda y
preparados en tampdn carbonato segln las especificaciones del fabricante.
Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-rata marcado con oro
coloidal de 18nm (Abcam, ab105302) diluido 1:50, anti-conejo marcado con
oro coloidal (10nm) (Sigma- G7402) diluido 1:50 y proteina A marcada con
oro coloidal (5nm) (Boster, GA1053) diluida 1:50. Luego de la incubacion
las rejillas fueron lavadas 5 veces con tampon carbonato y otras 5 veces con
agua destilada para eliminar restos de sales. Para el inmunomarcaje doble de
las células Raw se utilizé los anticuerpos primarios y secundarios de la Tabla
3.7.2.

Finalmente se llevaron al Servicio de procesamiento de muestra del Centro
de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada, para

contrastar con acetato de uranilo al 2% y su posterior analisis.
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Tabla 3.7.2.- Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el inmunomarcaje de
la interaccion célula Raw- EVs de T. cruzi.

Anticuerpo Fabricante/ Dilucion Anticuerpo Fabricante/ Dilucién
primario referencia Secundario referencia
Anti- T. | Inmunosuero | 1:25 Anti  -Rat- Abcam 1:50
cruzi Gold (18nm) ab105302
Anti- 1:50 Anti.-Mouse Sigma 1:50
Clatrina Invitrogen 1gG-Gold 6777
MA1-065 (10 nm)

Anti- Invitrogen 1:50 Anti.-Mouse Sigma 1:50
Caveolina MA3-600 19G-Gold 67777

(20 nm)
Anti- Abcam 1:50 Anti.-Mouse Sigma 1:50
Calmodulina | abh2860 19G-Gold 6rrra

(20 nm)

Para complementar los ensayos de TEM se emplearon EVs de las formas

tripomastigotes y epimastigotes tratados con Proteinasa K como ya se ha

descrito anteriormente y se inmunomarcaron con los anticuerpos detallados
en la Tabla 3.7.3.
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Tabla 3.7.3.- Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el inmunomarcaje de

EVsde T. cruzi.

Anticuerpo Fabricante/ Dilucion Anticuerpo Fabricante/ Dilucién
primario referencia Secundario referencia
Anti- T. | Inmunosuero | 1:25 Anti  -Rat- Abcam 1:50
cruzi Gold (18nm) ab105302
Anti- Tran- Inmunosuero | 1:50 Anti.-Mouse Sigma 1:50
sialidasa. 19G-Gold 67777

(20 nm)
Anti- Inmunosuero | 1:50 Anti- Sigma- 1:50
Cruzipaina Rabbit-Gold G7402

(20 nm)
Anti- 1:100 Anti.-Mouse Sigma 1:50
Clatrina Invitrogen 1gG-Gold 67777

MA1-065 (20 nm)

Anti- Invitrogen 1:100 Anti.-Mouse Sigma 1:50
Caveolina | MA3-600 IgG-Gold 67777

(20 nm)
Anti- Abcam 1:100 Anti.-Mouse Sigma 1:50
Calmodulina | ab2860 19G-Gold 67777

(20 nm)

3.7.3.2.4. Preparacion de muestras para tincion negativa de EVs de T.

cruzi.

Botones de EVs de tripomastigotes y epimastigotes ultracentrifugados por
los protocolos ya descritos fijados y resuspendidos en PBS 1X, fueron
llevados al CIC de la Universidad de Granada, para que en la unidad de
procesamiento de muestra se le realizara la tincion negativa con el siguiente

protocolo:
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Se incubaron aproximadamente 15 uL de exosomas sobre una rejilla de
Niquel recubiertas con una capa de carbon, de malla 300, durante 5 minutos.
Seguidamente se lavaron las rejillas con agua ultrapura durante un minuto (2
pasos). Posteriomente se hizo la tincion negativa en acetato de uranilo al 1%
durante 1 minuto. Una vez terminada la tincion fueron secadas en papel de
filtro y observadas en el TEM Libra 120 Plus de Zeiss a 120KV en el CIC.

3.7.3.3. Microscopia Confocal.

A través de la microscopia confocal se obtuvo imagenes de alta calidad con
detalles muy especificos de la interaccion célula-EVs, estudiada con diversos
anticuerpos que permitierén la rconstruccion de imagenes virtuales

tridimensionales (3-D) de los diferentes tiempos.
3.7.3.3.1. Marcaje in vitro de EVs.

Los exosomas recién purificados y cuantificados con los protocolos
detallados anteriormente, se resuspendieron en PBS 1X estéril hasta un
volumen total de 100 uL. Para marcar las EVs se utilizaron 3 colorantes

diferentes:  SYTO®  RNASelec (Life  Tecnologies ™-S32703),
Bodipy® TRCeramide (Life Tecnologies ™-D7540) y PKH67 (Sigma-
Aldrich, PKH67GL).

SYTO® RNASelec es un colorante fluorescente de color verde que tifie los
acidos nucleicos, por lo que se une a los RNAs de los exosomas. Su espectro
de absorcion/ emision méxima ~ 490/530 nm). Para este marcaje  se
afadieron 10 pL del colorante diluido 1: 250 en DMSO (Sigma -D8418) a 30
uL de EVs con concentracion de 1.0 pg en los 30 pL. La incubacion del
colorante con los exosomas se realiz6 a 37°C en la oscuridad durante 1 h.

Después de la incubacién, las EVs fueron lavadas dos veces con PBS a
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100,000 x g en la ultracentrifuga Avanti J-301 (Beckman Coulter, EE. UU.)
equipada con un rotor JA-30.50 Ti, durante 2 horas a 4°C, se resuspendieron
a una concentracion de 1 a 1,5 pg/pL, y fueron almacenados a 4°C hasta su
uso.

El marcaje con Bodipy®, un colorante lipofilico fluorescente rojo, con
espectro de absorcion/ emision méxima ~589/617 nm, permitio un marcaje

de la membrana de los exosomas (Laulagnier et al. 2005). Este marcaje se

realizd bajo las mismas condiciones que el marcaje con el colorante sYTo®.
El tinte PKH67 utiliza propiedades de marcaje de membrana al incorporar un
colorante verde fluorescente con largas colas alifaticas en regiones de lipidos
de la membrana celular. Es atil para monitorear exosomas o0 captacion de
liposomas, transferencia de membrana celular, fagocitosis y presentacion de
antigenos, asi como para el estudio del trafico celular in vivo.

El protocolo realizado en nuestros ensayos utilizdé un volumen final de
tincion de 2 ml que contenia una concentracion final de 2 X 10° M de
PKH67 y 100 uL de EVs con una concentracion de 1.0 ug. Todos los pasos
se realizaron a temperatura ambiente (20-25 ° C).

3.7.3.3.2. Preparaciéon de muestras para la interaccion célula Vero-EVs

mediante microscopia laser confocal.

Para desarrollar este protocolo se cultivaron células Vero en monocapa (80

% de confluencia aproximadamente) en cubetas rectangulares de 8 pocillos

(Ibidi, 80827), en concentraciones de 1x10% células durante 24 horas a 37 °C
en atmosfera de CO2. El medio utilizado fue MEM sin rojo fenol (Gibco,
51200-046), suplementado con 10% de SFBI. Posterior a la incubacion, las
celulas se lavaron dos 2 veces con PBS 1X filtrado con filtros 0.2 um

(Sartorius-16534) y se agreg6 a cada pocillo 100 puL del mismo medio, de
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manera que cubriese la monocapa de células. Seguidamente se agrego a los
pocillos 20 uL de EVs (0.2 ug) de tripomastigotas de T. cruzi que se
mantuvieron en tiempos de interaccion de 1, 5, y 10 e incubados a 37 °C.
Pasado los diferentes tiempos, se lavo la cubeta con PBS 1X y se fijé con 3
mL de paraformaldeido 2 % (Sigma, P6148) en tampdn cacodilato (v/v)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Posterior a la fijacion se lavo 2 veces
con PBS y se permeabiliz6 con Triton®X-100 (Sigma-Aldrich, X100) en
PBS (v/v) al 0.1 %, 10 minutos a TA. Seguidamente se lavd 2 veces con PBS
1X y se agregé 100 pL de una solucion de faloidina marcado con
isotiocianato de floresceina (FITC) (Sigma Aldric, P-5282) en DMSO. Se
incubd durante 30 minutos, a temperatura ambiente, protegido de la luz, con
la finalidad de tefiir los microfilamentos de actina. Posterior a la incubacién
se realizaron tres lavados con PBS 1X y finalmente para visualizar los

nucleos de las células se agregé 300 pL de DAPI, 4°,6-Diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride (Sigma—AIdrich®, D9542) durante 5 minutos.
Las preparaciones fueron lavadas 2 veces con PBS y se almacenaron en 300
uL de PBS 1X a 4 °C en oscuridad hasta su observacion. La observacion de
las muestras se llevd a cabo en el CIC (CIBM) de la Universidad de Granada
en un microscopio confocal espectral de alta velocidad con cabezal ASHS-1
marca Nikon modelo Al. Para complementar los ensayos con faloidina se
llevd a cabo el mismo protocolo con algunas modificaciones ya que la
interaccion célula-EVs se estudio utilizando EVs marcadas con los
Colorantes: SYTO®  RNASelec (Life  Tecnologies ™-S32703),
Bodipy® TRCeramide (Life Tecnologies ™, D7540) y PKH67 (Sigma
Aldrich, PKH67GL), detallados en el apartado 3.7.3.3.1.

Los mismos protocolos se repitieron para el estudio de la interaccion de
células-EVs marcadas, en los tiempos 1, 5, y 10 min con otros anticuerpos

primarios como anti-B-Tubulina, Clatrina HC (N-19) y Caveolina-2 (H-96)
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detallados en la Tabla 3.7.4. Una vez cumplidos los tiempos de incubacion
requeridos por cada anticuerpo se hicieron los lavados y se agregaron los
anticuerpos secundarios (Tabla 3.7.4), segun las especificaciones del
fabricante. Se realizaron 3 lavados con PBS y finalmente para visualizar los

nucleos de las células se agregdé 300 pL de DAPI, 4°,6-Diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride 1 mg (Sigma—AIdrich®, D9542) durante 5

minutos. Las cubetas se lavaron 2 veces con PBS y almacenaron con 300 puL
de PBS a 4 °C en oscuridad hasta su observacion (Figura 3.7.1).

Adicional a los anticuerpos ya mencionados se utilizd el colorante
fluorescente  LysoTracker™ (Invitrogen, L7528) que se acumula
selectivamente en organulos &acidos, como los lisosomas. La concentracion
de trabajo del LysoTracker fue de 75 nM en PBS y el tiempo de incubacion
empleado en el ensayo fue de 30 minutos, a 37° C y protegido de la luz. La
longitud de onda méaxima de excitacion es de 577 nmy la de emision de 590
nm. Esta sonda no requiere el uso de un segundo anticuerpo para la

deteccion.

Tabla 3.7.4.- Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para los ensayos de la
interaccion célula-EVs a través de Microscopia confocal.

Anticuerpo Fabricant/ Dilucién | Tiempo de | Anticuero Fabricant/ Dilucién Tiempo de
Primario referencia incubacion Secundaro referencia incubacion
Faloidina- Sigma 1:40 30min TA
FITC P-5282
Anti-B- Sigma 1:500 1 hora TA Alexa Invitrogen 1:500 1 hora TA
Tubulina Aldrich Fluorm™ A-1100
T4026 488
Clatrina Santa Cruz | 1:100 1hora TA Alexa Abcam 1:500 1hora TA
HC (N-19) | sc-6580 Fluor® ab150132
594
Caveolina- Santa Cruz | 1:100 1lhora TA Alexa Abcam 1:500 1hora TA
2 (H-96) 5c-7942 Fluor® 647 | 20150075
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Figura 3.7.1.- Esquema del protocolo de microscopia confocal de la interaccion célula-
EVs.

3.7.3.3.3. Preparacion de cortes semifinos (Células Vero-EVS).

Con la finalidad de observar de forma mas especifica las interacciones de las
células Vero con las EVs, a los diferentes tiempos de incubacion (1, 5, 7.5 y
10 min), se prepararon cortes semifinos de 1 micra. Los cultivos de células
Vero en frascos de cultivos de 25 cm 2 con EVs fueron fijadas con tres mL
de 4 % paraformaldehido (Sigma-P6148) 1% glutaraldehido (v/v) en PBS,
durante 4 horas a 4° C. Posteriormente, se descarté el fijador y se realizaron
3 lavados con PBS 1X. Una vez lavadas las monocapas celulares, las células
fueron separadas de la superficie del frasco de cultivo mediante el uso de
“cell scraper” y centrifugadas a 16,000 x g, durante 10 min. EIl sobrenadante

fue descartado y el boton de células fue resuspendido en 100 uL de PBS. Las
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muestras fueron procesadas en el laboratorio de preparacion de muestras

bioldgicas del CIC, donde se realizaron los siguientes pasos:

Primero se fijaron las células en paraformaldehido al 2% en PBS al que se le
afiadio un 0.1 M de sacarosa, durante 2 horas a 4°C. Posteriormente se
lavaron con PBS a 4°C. Se deshidrataron en gradientes de etanol: 50, 70,
90, 100% (3 cambios) a -20°C. Seguidamente se realiz6 la infiltracion en
gradientes de etanol 100% y LRWhite a -20°C. Una vez que las muestras
fueron incluidas, se polimerizaron en capsulas de resina con luz ultravioleta
durante 48 h a -20 °C y posteriormente a TA durante 24 h. Seguido del
tallado de los bloques se procedié a la obtencién de cortes semifinos de 1
micra de espesor en ultra- microtomo S o R (Leica), montados sobre rejillas

de Niquel-Fomvar de malla 300.
3.7.3.3.4. Inmunomarcaje de cortes semifinos (células Vero- EVS).

Las preparaciones con los cortes semifinos, debidamente identificados
fueron tratados con las diversas soluciones de gelatina, glicina y
ovoalbimina, como ya se ha descrito. Seguidamente se realizd el
inmunocarcaje con el anticuerpo primario, para el cual se utilizé un anti T.
cruzi producido en ratén, en una dilucion 1:50 en PBS-T y con una
incubacién de 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se lavéd 3
veces con tampdn carbonato pH 8.6 y se agrego el anticuerpo secundario
Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen, A-1100) diluido 1:500 en PBS-T, se incub0
por una hora a TA y protegido de la luz. Para visualizar los nucleos de las

células, a cada preparacion se agregé 300 uL de DAPI, 4°,6-Diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride 1 mg (Sigma-AIdrich®, D9542) durante 5
minutos con su correspondiente lavado. Finalmente se agregdé 50 pL del
medio de montaje Vectashield® HardSed™, (Vector Laboratories, H-1400),
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se colocé un cubreobjeto 24X60 (Thermo Scientific, 48404-133), se dejo
secar y sellar durante 10 minutos. Las preparaciones se almacenaron a 4 °C y

protegidas de la luz hasta su observacion.
3.7.3.3.5. Captura de imagenes y analisis de resultados.

Las muestras de fluorescencia se observaron utilizando el microscopio
confocal (modelo Nikon Al, Centro de Instrumentacion Cientifica, UGR).
Se escanearon un minimo de 3 regiones representativas de 3 muestras
diferentes. Las imagenes panordmicas se tomaron con un objetivo de 20x y
los detalles a 20x con zoom Optico de 3x y 5x con una resolucion de 72x72
pixeles. Cada imagen es el resultado de proyectar 5 planos confocales,
separados 1um entre si, a lo largo del eje z; es decir, cada proyeccion
méaxima obtenida con el software del equipo confocal NIS-Elements equivale

a un volumen en z de 5 micras.

3.7.3.4. Microscopia de Fuerza Atémica (AFM).

La microscopia de fuerza atdmica es una técnica que pertenece, junto al
Microscopio de Efecto Tunel, a la familia de la Microscopia de Sonda Local
0 Campo Préximo (SPM). Estas técnicas permiten obtener informacién de la
topografia de una muestra con resolucion nanométrica y de la densidad de
carga de los aomos, respectivamente. Se distingue de otras técnicas de
Microscopia por la peculiar caracteristica de no utilizar lentes ni dpticas
(Venkateshaiah et al. 2020).
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3.7.3.4.1. Preparacion de muestras para la internalizacion de EVs de T.

cruzi Pan4 por células Vero.

Las EVs de tripomastigotes de T. cruzi Pan4 se aislaron y purificaron como
se describié anteriormente en los apartados 3.2.8 y 3.2.9. Células Vero
(ECACC 84113001), fueron incubadas con EVs para visualizar el contacto y
posterior internalizacion o captura de las EVs por las celulas, al interaccionar
a diferentes tiempos de incubacion. En la preparacion de la muestra para
AFM, se utilizaron cubreobjetos redondos de 25 mm (Marienfeld, 0111560),
que se trataron con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, P4707) durante 30 minutos
con la finalidad de facilitar la union de las células a la superficie. Luego, los
cubreobjetos fueron colocados en placas Nunc® de 6 pocillos (Thermo
Fisher Scientific, 140675) y sobre ellos se cultivaron células Vero en una
concentracion de 1 X 10° células / mL en medio MEM sin rojo fenol,
suplementado con suero fetal bovino al 10% inactivado (SFBI) (Gibco,
51200-046). Después de 24 horas, los cubreobjetos con células se lavaron 3
veces con MEM sin rojo fenol y se incubaron con 0,38 pg de EVs de
tripomastigotes de T. cruzi durante 3 tiempos diferentes: 5, 7,5 y 10 min.
Posteriormente se lavaron como se describié anteriormente y se fijaron con
una solucion de glutaraldehido al 1% y paraformaldehido al 2% en tampdn
de cacodilato de sodio con sacarosa 0,1 M durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con medio MEM sin rojo
fenol y suero y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Los experimentos consistieron en la visualizacion de las células incubadas a
diferentes tiempos con las EVs para determinar su internalizacion, observar
los mecanismos producidos por la interaccion de las EVs con las membranas

celulares y su fusion o captacion activa por parte de dichas células.

156



Materiales y Métodos

um

1,6

1,24

0,8

0,4 . ~30

pm

Figura 3.7.2.- Representacion esquematica del mecanismo de interaccién del cantilever
con la muestra (célula Vero- EVs).

3.7.3.4.2. Reconocimiento Molecular.

Otro tipo de experimentos posibles con el Microscopio de Fuerza Atémica
son los de Reconocimiento Molecular o entre moléculas. Consisten en una
via de caracterizacion de complejos entre moléculas con un AFM operando
en el modo de espectroscopias de fuerzas en el que a partir de una curva de
separacion se puede obtener la fuerza de adhesion entre punta y muestra.

Se ha comprobado que estas mediciones son Utiles para propositos de
identificacion, para determinar la compatibilidad entre dos estructuras y para
predecir interacciones entre ellas (Venkateshaiah et al. 2020) (Vezenov,
Noy, and Ashby 2005).

3.7.3.4.2.1. Funcionalizacién de puntas para AFM.

En el proceso que hemos empleado para funcionalizacion se utilizaron
cantiléver del tipo NSC36 de los que se usaron las puntas Ay C (K=1y 0.6

N/m, respectivamente). Este proceso fue realizado por el grupo de Quimica
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Organica de la UGR Prof Francisco Santoyo y sintetizado por el Dr. Mariano
Ortega, e incluia varias etapas que se describen a continuacion:
Funcionalizacién con Etanolamina: Se disolvieron 1.65¢g de hidroclocuro de
etanolamina en 5 mL de DMSO caliente, se afiadié un tamiz molecular 4A y
se introdujeron las puntas durante una semana a vacio y a temperatura
ambiente. Posteriormente, se lavaron con DMSO dos veces por inmersion.
Seguidamente al grupo -NH2 terminal se le afiadié un linker bifuncional con
PEG=PoliEtilenGlicol que introduce numerosas ventajas: previene las
interacciones no especificas punta-muestra y aporta flexibilidad
conformacional a los elementos que enlazan durante el reconocimiento
mejorando dicha unién(Hinterdorfer et al. 2000). Con este fin, se
disolvieron 130 mg del divinil sulfonato PEG1000 en 5ml de DMSO, se
afiadieron 100 uL de trietilamina en el que se sumergieron las puntas durante
24 horas. Posteriormente, fueron lavadas por inmersion en DMSO vy
Diclorometano (CH2Cl;) y secadas. El linker PEG debe tener la longitud
suficiente para que las puntas no den lugar a interacciones inespecificas con
algun otro grupo funcional afadido y asimismo, debe facilitar la flexibilidad
necesaria que permita la aproximacion e interaccion entre los elementos
involucrados en el reconocimiento molecular, de tal modo que los sitios de
enlace se puedan acoplar e interactuar. Al mismo tiempo, el “linker” debe ser
suficientemente corto y hacer factible el barrido manteniendo una alta
resolucion espacial (Ebner et al. 2005). En la practica, los “linkers” suelen
tener longitudes entre 5y 20 nm.

Con el objetivo de poder orientar los anticuerpos con la region Fab al
exterior y de captar sus epitopos por las puntas del cantiléver funcionalizado,
se les uni6 proteina A, para que la parte Fc de las IgGs  permitan el
acoplamiento a dicha proteina quedando orientadas las regiones Fab hacia
los epitopos que reconocen. Para ello se sumergieron las puntas en 100 pL
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de una disolucion de proteina A de Staphylococcus aureus (Sigma, P6031)
durante 1 hora. Seguidamente los grupos libres capaces de ligarse a los
grupos amino de las proteinas, fueron bloqueados por inmersion en una
solucion de glicina (Sigma, G7126) (0.2M en tampdn carbonato a pH 8.3)
durante 1 hora a temperatura ambiente. En el siguiente paso, se incubaron
las puntas en 100 pL de una dilucion del anticuerpo anti-trans-sialidasa
(mAb 39) (1:100) en tampdn bicarbonato 0.1 M y pH=8.3 durante 2 horas.
Tras la ligacion de las 1gGs a la proteina A las puntas fueron sumergidas en
200 pL de una solucién de dietilenglicol divinil sulfonate (20% en
dietilenglicol) 1h, para formar un crosslinker lateral entre la proteina A y el
anticuerpo anti-Trans-sialidasa y asi fijarlo y evitar que se suelte el complejo
proteico con los cambios potenciales de pH. Para finalizar las puntas fueron
nuevamente bloqueadas con glicina para evitar que los potenciales grupos
reactivos de la sulfona reaccionen con los grupos aminos de la muestra a
medir, en este caso de las EVs o cualquier otra traza de proteinas procedente
de cualquier otra muestra bioldgica. Por Gltimo, se afiadié nuevamente una
disolucion de glicina (Sigma-G7126) (0.2 M) para bloquear los extremos
libres del “crosslinker”. Los catilever funcionalizados se mantuvieron a 4°C

durante 24 h hasta su uso.

3.7.3.4.2.2. Formacion de Inmunocomplejo de EVs-anti TS para analisis
por AFM.

Para la formacién del inmunocomplejos, ya descritos anteriormente en esta
memoria (EVs-anti TS) de EVs de tripomastigotes de T. cruzi cepa Pan 4 y
el anticuerpo anti-trans-sialidasa (TS) de T. cruzi, se mezclaron 100 uL de
EVs con una concentracion de proteina de 0.2 pg / puL y 200 pL del

anticuerpo anti-trans-sialisada dilucion 1:1000 con una concentracion 0.84
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Mg de proteina. La mezcla (EVs-anti TS) se colocé a 37 °C durante 1 hora en
agitacion. Seguidamente se realizaron 2 lavados con PBS 1X con inhibidores
de proteasa (Roche, 11836170001) durante 2 horas, por centrifugacion a
100,000 x g en una ultracentrifuga (Beckman Coulter, EE. UU) a 4 °C. El
sedimento o boton se resuspendid en 200 uL de PBS vy se refrigerd hasta su
uso.

Como control negativo del ensayo de formacién de inmunocomplejos a
través de los experimentos de reconocimiento molecular, se utilizaron EVs
tratadas con la enzima proteinasa K (Merck, 70663-5), preparadas con los

protocolos antes descritos.

3.7.3.4.2.3 Preparacion de muestra de inmunocomplejo (EVs-1g).

Para la observacion del inmunocomplejo a través de AFM se colocaron 10
ML de la muestra preparada siguiendo el protocolo anterior en la superficie
de una lamina de mica, con carga negativa que permite la unién covalente o
adhesion e inmovilizacion de las proteinas con carga positiva en su
superficie(Klein et al. 2003). Tras de 10 minutos de incubacion del
inmunocomplejo con el sustrato se realizaron 3 lavados con 70 pL de agua
ultrapura. Una vez depositada y seca la muestra se procedio al analisis
utilizando un microscopio Park AFM NX20 (Park Systems, Korea), en la
unidad de microscopia de fuerza atomica del Centro de Instrumentacion

Cientifica, de la Universidad de Granada.
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Figura 3.7.4.2.3. Esquema de los procesos de reconocimiento molecular: a) Cantilevers
NSC-36 utilizados. b) Proceso de caracterizacion de complejos en modo espectroscopia
de fuerzas.

3.7.3.4.3. Captura de iméagenes y analisis de resultados.

Las iméagenes se adquirieron con el AFM a una resolucion de 256 x 256
pixeles con una velocidad 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 zonas diferentes de 3 muestras diferentes. Para la determinacion de las
propiedades mecanicas tales como la rigidez, el médulo de elasticidad y la

adhesion en cada una de las muestras, se utilizaron sondas o cantilevers del

tipo 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. Las mediciones se realizan en tres pasos: 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) se graba la altura de aproximacion y se
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mantiene la distancia Z. En este procedimiento, la fuerza se mantuvo
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

consideran valores relativos.

3.8 Analisis Estadistico

Los experimentos realizados en animales se realizaron por duplicados
conforme a las normativas y decretos de bienestar animal. Los experimentos
se hicieron al menos por triplicado. Los andlisis o las comparaciones entre
grupos se realizaron mediante ANOVA unidireccional no pareado y a
posteriori las pruebas de LSD o Tukey, mediante el uso del software Prism
8.4.1 (GraphPad). Para todas las pruebas, las diferencias de P <0,05 se

consideraron significativas.
3.9. Medios de cultivos, tampones, soluciones y reactivos.
3.9.1. Medios de cultivo para células y parasitos.

* Medio MEM (1 L): se mezcla 9.53 g “Minimum Essencial
Medium Eagle” (Sigma Aldrich, EE. UU.), 2.2 g carbonato de
sodio (Na:COs), 4.4 g HEPES, 0.056 g penicilina, 0.1 ¢
estreptomicina, 0.048 g kanamicina, pH 7.2. Llevar a 1 L con

agua destilada y esterilizar mediante filtracion.
= Medio MEM suplementado con 10% de SFBI (1 L): MEM

preparado con el protocolo anterior y se le afiade 100 mL SBFI
filtrado previamente.
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Medio HEPES (1 L): 16.4 g RPMI-1460 medium (Sigma Aldrich,
EE. UU.), 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.

Medio LIT (1 L): 4 g cloruro de sodio (NaCl), 0.4 g cloruro de
potasio (KCI), 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.

Medio LIT suplementado con 10% de (SFBI) (1 L): medio LIT
preparado como se detalld anteriormente y se le anadié 100 mL
de SFBI filtrado previamente.

Medio RPMI: 16.4 g RPMI-1640 Medium (Sigma), 2.2 g
carbonato Sodico, 0.134 g penicilina, 0.060 g estreptomicina,
0.134 g kanamicina, 100 ml suero bovino fetal inactivado (SBFi)
(Gibco) (previamente inactivado mediante incubacion a 56°C
durante 30 min), agua bidestilada hasta 1 litro, pH 7.7-7.4. Se

esterilizo por filtracion.

DMEM + 2mM glutamina + 1.5 g/ L bicarbonato sodico + 10
mM HEPES + 1 mM piruvato sodico + 4.5 g/L glucosa+ 10%
Suero bovino fetal. EI medio esta formulado para incubar a 370 C
en atmasfera con 5% CO2.
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3.9.2. Medios de cultivo para transformacion: metaciclogénesis.

= Medio TAU: mezclar 190 mM NaCl, 8 mM de buffer fosfato, 17
mM KCI, 2 mM MgClz, 2 mM CaCl,, pH 6. Se esterilizo por

filtracion.

= Medio TAU3AAG: TAU suplementado con 10 mM L-prolina, 50
mM L-glutamato de sodio, 2 mM L-aspartamo de sodio y 10 mM
D- glucosa, pH 6. Se esterilizo por filtracion.

3.9.3. Medios de congelacion

= Medio de congelacion células Vero: 80% de medio de cultivo MEM
con 10% de SBFIy 10% de DMSO.

= Medio de congelacion de parasitos: 85% de SBFI 'y 15% de glicerol
estéril.

3.9.4. Tampones y soluciones para cultivo de células y parasitos.

= Tripsina-EDTA (400 mL): 0.08 g EDTA y 0.2 g tripsina, pH
7.4. Aforar a 400 mL con agua destilada y esterilizar mediante

filtracion.
= Tampon fosfato salino (PBS) estéril: 10 mM de fosfato de

sodio y 10 mM de fosfato de potasio, pH 7.2. Esterilizado en

autoclave durante 20 minutos a 121°C y 1 atm de presion.
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3.9.5. Tampones y soluciones para electroforesis de geles de agarosa.

= Tampon TAE (10X): 48.4 g/l Tris, 3.72 g/l EDT A, 11.14 ml

acido acético, completar hasta 1 | de H2O, pH 8.2.

= Tampon de electroforesis TAE 1X (1L): 100 mL de tampon
TAE 10Xy 900 mL de agua destilada.

= Agarosa 2%: 1 g de agarosa en 50 mL de tampon TAE 1X.
3.9.6. Tampones y soluciones para los protocolos de Western Blot.

3.9.6.1. Preparacion de geles de poliacrilamida al 12 %.

Reactivos Gel concentrador (mL) Gel separador (mL)

Agua destilada 1.8mL 3.44 mL
Acrilamida al 30% 0.43 mL 3.9mL

1.5M Tris-HCI pH 8.8 0.313 mL

1M tris-HCI pH 6.8 - 2.5 mL

10% SDS 0.025 mL 0.1mL

10% APS 0.025 mL 0.2mL
TEMED 0.01 mL 0.01mL
Volumen Final 2.6 mL 10.15 mL

3.9.6.2. Tampones para el desarrollo Electroforético

» Tampoén de carga: Tris 0.1 M pH 6.8, SDS 2%, EDTA 4 mM pH 8,
glicerol 20%, azul bromofenol 0.01%, 2% de B—mercaptoetanol.

= Tampoén de electroforesis: 3.02 g/l de Tris, 14.4 g/l de glicinay 1 g/l
de SDS.
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3.9.6.3. Soluciones de tincion de geles de poliacrilamida

= Solucion de tincion: 0.025% azul de Coomassie (p/v) (Brillant Blue-
250, Sigma Aldrich, EE. UU.) 40% metanol, 10% acido acético en

agua destilada.

= Solucion de destefiido: 10% 2-propanol y 10% acido acético en agua

destilada.

= Tincion de Rojo de Ponceau (1L): 1g de Rojo Ponceau S (Sigma-
Aldrich-P3504-10G), 50 mL de Acido acético y 950mL de agua
destilada. Almacenar a 4°C.

= Soluciones para la Tincion de Plata

Tipo de Solucién Composicién Tiempos | Temperatura
(100 mL) Minutos °C
1- FijadoramEtanol 50% 50 mL de etanol 2 min
Acido acético glaciar 10% 10 mL de &cido acético glaciar 20°C
40 mL de agua destilada
2- Sensibilizadora 33 mL glutaraldehido 25% 6 min 40°C
Glutaraldehido 83% 67 mL de agua destilada
3- Lavado Agua destilada 2 min 40°C
4- Lavado Agua destilada 2 min 40°C
5- Tincion 0.25 g de Nitrato de plata 13 min 30°C
(proteger de la luz) 100 mL de agua destilada
6- Lavado Agua destilada 1 min 20°C
7- Lavado Agua destilada 1 min 20°C
8- Reveladora 2.5 g de Carbonato de sodio 4 min 30°C

0.4 mL de formaldehido
100 mL de agua destilada
9- Reveladora 2.5 g de Carbonato de sodio 4 min 30°C
0.4 mL de formaldehido
100 mL de agua destilada

10- Parada 5 mL de acido acético 3 min 30°C
95 mL de agua destilada
11- Preservadora 10 ml de &cido acético 3 min 30°C

5 mL de glicerol
85 mL de agua destilada
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3.9.6.4. Soluciones utilizadas en los Western Blot

= Tampon de bloqueo: Tween 0.1% en PBS, leche en polvo 2%
y BSA 1%.

= Tampon de lavado: Tween 1% en PBS 1X.

= Sustrato de revelado (1mL): Clarity Western ECL Substrate
(Bio-Rad). 0.5 mL de Reactivo A (peroxido) y 0.5 mL del

reactivo B (Luminol) por membrana.

= Solucién acida o stripping (1L): glicina-HCI (Sigma-Aldrich,
G7126) 2 M, HCI (Schalau-AC07411000), B-Mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich, M7522) y Tween 20, 10 % v/v (Sigma-
Aldrich, P7949) en agua destilada.

3.9.7. Tampones utilizados en ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).

=  Tampodn carbonato (50 mL): 0.525 g de Carbonato de sodio
0.1 My 0.42 g de bicarbonato de sodio 0.1 M en agua
destilada a pH 9.6.

= Tampon de bloqueo: 5% de leche en polvo desnatada y 0.1%
de Tween 20 disuelto en PBS.

= Tampon de lavado: 0.3% de Tween 20 en solucion PBS 1X.
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Tampon citrato: 0.46 g de acido citrico 18 mM, 0.72 g de

fosfato sodico 50 mM, completar con 100 ml de agua

destilada, pH 5.0.

Tampon sustrato de peroxidasa: 12.5 mL de tampon citrato
pH5.0, 12.5 mL de agua destilada, 1 patilla de OPD y 25 uL

de Perdxido de hidrogeno.

=  Tampon de parada: 3M HCI en agua destilada.

3.9.8. Separacion de IgGs mediante columna de proteina G.

=  Tampon de unién: 20 mM fosfato de sodio en PBS.
=  Tampon de elucion: 0.1 M glicina-HCI en PBS, pH 2.7.
Tampon neutralizante: 1 M Tris-HCI en PBS, pH 9.0.

3.9.9. Tampon de didlisis (1L).
= Acetato de amonio 1M. Pesar 7.7 g y diluir en agua destilada.
Esterilizado en autoclave durante 20 minutos a 121°C y 1 atm de

presion.

3.9.10. Tampon de lisis (500mL).
Fosfato de potasio/sodio 20 mM, sacarosa, 0,25 mM, EDTA

1M, KCI 0.45mM, DTT 1M, Triton X-100 1%, 1 pastilla de

inhibidores de proteasa (10 mL) al momento de uso.pH 7.4.
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3.9.11. Tampones utilizados en técnicas de microscopia.
3.9.11.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

=  Tampon de fijacion: glutaraldehido al 1% y paraformaldehido
(Sigma-P6148) al 2% en tampdn de cacodilato de sodio con
sacarosa 0,1 M.

3.9.11.2. Microscopia electronica de Transmision (TEM).

Tampon de fijacion: 2% formaldehido y 1% glutaraldehido en
PBS.

Tampon de bloqueo: Gelatina de Teleosteo 1% en tampoén
Carbonato, filrada en 0.22 um (Sartorius-16534).

Solucioén de bloqueo: glicina 0.02 M en tampon carbonato,
pH 7.2.

Tampon de bloqueo: ovoalbimina 1% disuelta en tampon

carbonato filtrado con filtro0.22 pm.
3.9.11.3. Microscopia Confocal

= Tampon de permeabilizacion (experimentos de citoesqueleto):
Triton®X-100 (VWR Chemicals- 28817.295), al 0.1% en
PBS.

= Tampon de fijacion de células : 4% formaldehido en PBS

(0.37 g paraformaldehido en 7 ml H2O>, calentar en bafio a

169



Materiales y Métodos

60°C, afiadir unas gotas de NaOH 1 M, dejar enfriar a
temperatura ambiente y ajustar hasta 10 ml con PBS (0.2 M).
Ajustar el pH a 7.4.

Tampon de fijacion de Karnovsky (utilizado para fijar células
Vero y parasitos): 2% de paraformaldehido y 1%
glutaraldehido en tampon PBS, pH 7.4.

Tampon de lavado: PBS filtrado en filtro de 0.22 um de
tamario de poro (Sartorius-16534).

Tampon de bloqueo: albumina de suero bovino (BSA)
(SIGMA) 1% en PBS 1X.

3.9.11.4. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM).
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Tampon de lavado de EVs: PBS filtrado 0.22 um, con
inhibidores de proteasas libre de EDTA (Roche,
11836170001).

Tampon carbonato (50 mL): 0.525 g de Carbonato de sodio
0.1 My 0.42 g de bicarbonato de sodio 0.1 M en PBS a pH
8.6.

Glicina en Tampon Carbonato pH 8.6: Pesar 0 .75¢g de glicina
0.2M y disolver en tampdn carbonato pH 8.6. Ajustar pH a
8.3.



Capitulo 4
RESULTADOS




Resultados

4. Resultados

4.1. Caracterizacion de muestras de pacientes chagasicos cronicos de
Panama.

Con la aprobacion del protocolo por el Comité de Bioética del Hospital Santo
Tomas en ciudad de Panama, y la asignacion del cddigo de identificacién N°
2015-310 V1, se aplico el consentimiento informado y realizé la extraccion de
muestra sanguinea y aplico la encuesta a todos los pacientes que decidieron

voluntariamente participar en el estudio.

4.1.1. Poblacion y muestras.

El ndmero total de muestras estudiadas fue 106, de los cuales el 73.58%
(78/106) correspondian a residentes de una comunidad rural (Chararé),
ubicada en un area montafiosa del corregimiento de Las Margaritas, distrito de
Chepo, provincia de Panama (coordenadas 9.243640, -79.059162) (Figura
4.1). También se estudio un grupo de 28 pacientes procedentes de &reas
urbanas, diagnosticados en hospitales de tercer nivel de atencion del area
metropolitana de la ciudad de Panama. Todos los casos hospitalarios con
serologia positiva fueron diagnosticados por manifestaciones clinicas como
trastornos de la repolarizacion, bloqueo auriculoventricular, bradicardia y
trastorno de la conduccion. Dichos diagnésticos fueron realizados en los
hospitales de tercer nivel de atencion sanitaria incluidos en el estudio (Hospital
Santo Tomas, Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid y Hospital de
Especialidades Pediatricas Omar Torrijos Herrera). La confirmacion de la
infeccion por T. cruzi se llevo a cabo en todos los casos rurales y urbanos,
mediante al menos 2 pruebas inmunoldgicas tal como se describid en el

capitulo de Materiales y métodos. Todos los pacientes urbanos se encontraban
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bajo evaluacion médica especializada en los respectivos hospitales. En el caso
de los pacientes procedentes de la comunidad rural, una vez realizado el
diagndstico seroldgico fueron evaluados clinicamente en el Hospital Regional
del distrito de Chepo.

Caribbean Sea Chepo District
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=
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Ll Pacific Ocean
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Las Margaritas
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Figura 4.1.- Ubicacion geogréfica de los pacientes de la comunidad de Chararé,
corregimiento de Las Margaritas, distrito de Chepo, Provincia de Panama (Autor: Alexa
Prescilla Ledezma, 2019).

4.1.2 Caracteristicas sociodemografica de la poblacion estudiada.

De las 43 encuestas que se aplicé a los jefes de familia tanto en el area urbana
como rural se obtuvieron los siguientes resultados: el 53% correspondian al
sexo masculino y 47% femenino, incluyendo entre ambos grupos a 6 nifios

menores de 15 afios (11%).

La comunidad rural de Chararé, es una comunidad con marcada pobreza y
dificil acceso terrestre. Tienen escasos recursos sanitarios y muestran una

economia de subsistencia basada en la agricultura; el 57 % e los encuestados
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trabaja por su cuenta o en trabajos domeésticos, 13 % son desempleados y solo
el 30% son asalariados. En cuanto a el tiempo de permanencia en la region, el
95.65 % de los encuestados tiene méas de 5 afios de vivir en la comunidad
cohabitando, con una gran variedad de animales domésticos/silvestres y
frecuentemente expuestos a la presencia de triatominos vectores. La mayoria
de sus habitantes (78%) tienen escolaridad basica (primaria y secundaria),
mientras que el 22 % no tienen escolaridad y desconocen muchos aspectos de
la sintomatologia, patologia, tratamiento o el control de la enfermedad de
Chagas. Un hallazgo sobresaliente en nuestros resultados en la comunidad de
Charareé fue el diagnostico de hasta 4 pacientes positivos para la enfermedad
de Chagas, viviendo en la misma unidad familiar, lo que indica el elevado
nivel de positividad. (Tabla 4.1). En Cuanto a los pacientes procedentes de
areas urbanas hay un 25 % desempleado, un 30 % que trabaja por cuenta
propiay solo un 30 % es asalariado. En lo referente a la escolaridad el 65% de
los encuestados tiene formacion basica (primaria y secundaria) y un 35 % tiene
formacion superior ya sea universitaria o no universitaria, lo que muestra que
a pesar de ser un porcentaje bajo, es una poblacion potencialmente capacitada
para conocer los aspectos generales de la enfermedad de Chagas y sus
complicaciones. A diferencia de los pacientes de la comunidad de Charare este
grupo solo reporta un paciente positivo para la enfermedad de Chagas por
unidad habitacional, lo que implica lo ya conocido, donde las condiciones
socioecondémicas juegan un papel importante en la epidemiologia de la

enfermedad de Chagas.
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Tabla 4.1.- Descripcién de las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes
estudiados de las dos areas geograficas.

Pacientes Pacientes
Variables Total n=53 Urbanos n=20 Rurales n=33
n % n | % n | %
Sexo
Femenino 25 |47.16|7 40.0 18 54.54
Masculino 28 |52.83]13 60.0 15 45.45
Edad (Afos)
Menos de 25 afios 10 |18.86|0 0.0 10 30.3
De 25 a 39 afios 18 [33.96|9 45.0 9 27.27
De 40 a 59 afios 17 (32.07|9 45.0 8 24.2
Mas de 60 afios 8 15.0 |2 10.0 6 18.18
Total 53 [100.0|20 100.0 33 100.0
Variables Total n=43 |Pac. Urbanos n=20 |Pac. Ruralesn=23
n % n % n |%
Tiempo de residencia (afios)
Menos de 1 afio 3 7.0 |2 10.0 1 4.3
De 2 a 5 afios 5 11.6 |5 25.0 0 0.0
Mas de 5 afios 35 [11.6 |13 65.0 22 95.7
Escolaridad
Ningun grado 5 11.6 |0 0.0 5 21.7
Primaria 21 |48.8 |7 35.0 14 60.9
Secundaria 10 (23.3 |6 30.0 4 17.4
Superior no Universitaria 3 7.0 |3 15.0 0 0.0
Superior Universitaria 4 9.3 |4 20.0 0 0.0
Ocupacion
Empleado o asalariado 13 |30.2 |6 30.0 7 30.4
Trabajador por cuenta propia 12 |27.9 |6 30.0 6 26.1
Trabajo doméstico 11 |25.6 |O 0.0 7 30.4
Desempleado 4 9.3 |5 25.0 3 13.0
No contesto 3 7.0 |3 15.0 0 0.0
Cantidad de personas en la vivienda
1 4 9.3 2 10.0 2 8.7
De2a5 15 349 |8 40.0 7 30.4
Mads de 5 personas 24 |55.8 |10 50.0 14 60.9
Cantidad de pacientes en la vivienda
1 38 |[88.4 |20 100.0 18 78.3
2 3 7.0 |0 0.0 3 13.0
3 1 2.3 |0 0.0 1 4.3
4 1 23 |0 0.0 1 4.3
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4.1.3 Diagnostico Serologico de los sueros de pacientes chagéasicos

panamefios.

En este estudio para el diagnostico de la enfermedad de Chagas en fase
cronica, donde la parasitemia es muy baja o indetectable, se emplearon
métodos seroldgicos que consisten principalmente en la deteccion de
anticuerpos anti-T. cruzi, con un total de pacientes con serologia positiva de
50 % (53/106). La comunidad rural de Chararé registrd 42.3% (33/78) de
pacientes con resultaron positivos para la enfermedad de Chagas. En cuanto
a la poblacion hospitalaria un 71.42% (20/28) de resultados positivos. De ellos
13 provenian del servicio de Cardiologia del Hospital Santo Tomas, 6 fueron
diagnosticados en el Complejo Hospitalario Metropolitano Dr. Arnulfo Arias
Madrid de la Caja de la Seguridad Social, de los cuales 4 provenian del banco
de sangres y 2 de la consulta externa de infectologia y un paciente provenia
del banco de Sangre del Hospital de Especialidades Pediatricas de la CSS;

todas instituciones publicas de sanidad de Panama.

4.1.3.1 Diagnéstico a través de Western Blot.

Las pruebas de deteccion de anticuerpos son muy sensibles, pero su
especificidad estd limitada, ya que pueden presentar reaccion cruzada con
anticuerpos de pacientes con otras parasitosis, como la leishmaniosis. La
inmunotransferencia o Western Blot, est4d considerada como la técnica
confirmatoria en el diagnostico de diversas enfermedades y fue utilizada para
tal fin en nuestro estudio.

En el andlisis por SDS-PAGE se utiliz6 el antigeno crudo del lisado de

epimastigotes de T. cruzi, que revela un patrén de proteina que varia desde 25
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hasta 70 kDa con presencia de multiples antigenos de bajo peso molecular
(ABPM) mostrado en el patrén electroforético (Figura. 4.2A). Los sueros de
pacientes chagasicos cronico en este estudio, muestran una gran cantidad de
bandas prominentes y debiles. Se visualizan claramente las diferencias en los
perfiles electroforéticos de los pacientes indeterminados y positivo (Figura
4.2).
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Figura 4.2.- Perfil de Inmunotransferencia (Western Blot) de sueros de pacientes
chagasicos cronicos de dos poblaciones de Panama. A) Patrén de bandas (antigeno
crudo de lisado de epimastigotes de T. cruzi Pan 4). B) Suero de pacientes procedente de
areas urbanas de la ciudad de Panama. C) Sueros de pacientes de la comunidad rural de
Chararé.

El lisado crudo de epimastigotes de T. cruzi Pan 4 utilizados en el Western
blot, muestra las bandas antigénicas especificas presentes en los sueros
positivos (25, 30, 45, 52, 70 KDa). El resto de las bandas son consideradas
como inespecificas para el diagnostico de la enfermedad de Chagas.
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Para la interpretacion de los resultados se utilizo el patron de bandas de la
Figura 4.2.A, donde se determina que un resultado es negativo cuando no se
observa ninguna de las bandas antigénicas, un resultado indeterminado es
cuando sélo se visualizan dos bandas y las muestras que presentaron 3 0 mas
bandas comparadas con el control fueron consideradas positivas. En los
pacientes procedentes de areas urbanas se encontraron resultados positivos en
un 90% (18/20) y resultados indeterminados en un 10% (2/20) (Figura 4.2B).
Sin embargo los pacientes de la comunidad rural de Chararé, presentaron un
84 % (28/33) de positividad y un 15% (5/33) resultados indeterminados
(Figura 4.2C).

4.1.3.2 Diagndstico mediante pruebas inmunoenzimaticas. ELISA.

Con la finalidad de corroborar la presencia de anticuerpos de T. cruzi en los
sueros estudiados, se utiliz6 un segundo metodo serolégico inmunoenzimatico
(ELISA). Todos los ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del
fabricantes. La reactividad de cada una de las muestras se determino segun las

especificaciones técnicas.
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Cut-off = media +3 x SD

»
»
L]

Absorbancia 490 nm

LT B s L e s s e e e e
>

16-16-MCH

Rurales Urbanos

Gréfica 4.1.- Absorbancia de los sueros de los pacientes chagasicos de las dos poblaciones
estudiadas. Las lineas horizontales en la gréafica representan el punto de corte o Cut-off
calculado (Media de los valores + 3 veces la desviacion estandart).

Los resultados obtenidos a través de esta técnica determinaron que de los 53
sueros de pacientes cronicos contrastados con las otras técnicas y considerados
seropositivos; a través de el método de ELISA se obtuvo un 56% (30/53) de
pacientes positivos, 6 % (3/53) indeterminados al presentar reactividad en la
zona limite o indeterminada y 38% (20/53) fueron negativos. Los sueros de
los pacientes de la comunidad endémica presentaron un 45% de positividad
para el método y los sueros de los pacientes urbano 75%. Los sueros que se
situaron en la zona dudosa presentaban DO 490 en los rangos de 0.271- 0.332.
Los sueros no reactivos se ubican claramente debajo del cut-off de la prueba.
Los resultados se representan en la grafica 4.1. Todas las muestras de suero se
evaluaron por triplicado y se tomé como resultado de la prueba la media del
valor de densidad Optica de estas determinaciones simultaneas. Se calcularon
valores de corte estandares con ELISA negativo tomando la media de la

densidad dptica de las muestras de suero negativas mas 3 veces la desviacion
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estandar, como ya se especificd en Material y Métodos. El titulo de los sueros
se expreso por los valores de absorbancia frente a los valores de corte generado

por los sueros negativos.

4.1.3.3 Diagnostico a través de pruebas rapidas.

Como complemento a las pruebas de Western Blot y ELISA, se realiz6 una
tercera prueba de cribado de los sueros en estudio. Este método permitio
aumentar el diagnéstico de infeccién por T. cruzi /enfermedad de Chagas y
discriminar entre resultados positivos, indeterminados y negativos. El
principio inmunocromatografico con el que funciona, nos permitié obtener
resultados rapidos y confiables, capaces de tener un primer barrido de la
poblacion en estudio, principalmente en el area rural donde se trabajo con la
poblacidn, ya que sus resultados son cualitativos o semicuantitativos y las
muestras no requieren ningdn tipo de equipamiento ni sistema de refrigeracion
especializada. El 75% (15/20) de los pacientes urbanos analizados presentaron
resultados positivos para la prueba répida Tabla 4.2. Mientras que para los
pacientes rurales de la comunidad de Chararé el 87.8 % (29/33) de los

pacientes fueron positivos, Tabla 4.3.
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Tabla 4.2.- Determinacién de la positividad a Trypanosoma cruzi a través de diferentes
métodos en muestras de sangre de pacientes chagéasicos crénicos, provenientes de areas
urbanas de Panamd. Determinacion de las Unidades Discretas de Tipificacion (UDT) en
las muestras de sangre de los pacientes.

N° de L.
Caso Clzlilegs(:r‘:e Edad Sexo Procedencia CPl:l::ilo W]e;:)etrn ELISA ll;;:::: lfPDgﬁ DTUs
1 02-16-MCH 49 F Avrraijan-HST A + + + + Tcl
2 03-16-MCH 41 M Chepo-HST A + + + + No tipificado
3 06-16-MCH 46 M Santiago, Veraguas-HST C + - + + Tcl
4 07-16-MCH 28 F Chilibre-HST A + + + Tcl
5 09-16-MCH 35 F Arraijan-CHDr.AAM A + + + Tcl
6 10-16-MCH 27 M Rio Abajo-HST C + + + + Tcl
7 12-16-MCH 33 F Chepo-HST C + + + + Tc
8 14-16-MCH 75 M Capira-HST C + + + + Tcl
9 15-16-MCH 28 F Capira-HST C + + + + Tcl
10 [53-16-MCH 46 M Las Margaritas-HST C + + + + Tcl
11 85-16-MCH 39 M Chepo-HST A + + + No tipificado
12 96-16-MCH 40 M Arraijan-HST C + IND + + Tcl
13 [97-16-MCH 53 F Chilibre-HST A + - + + No tipificado
14 98-16-MCH 75 F Chilibre-HST C IND - + + Tcl
15 [99-16-MCH 39 M Alcalde Diaz-CHDr.AAM A + + + + Tcl
16 101-16-MCH 32 M Pacora-CHDr.AAM C IND + + + No tipificado
17 102-16-MCH 44 F Chame-CHDr.AAM A + + + Tcl
18 104-17-MCH 46 M La Chorrera-HEPOTH A + + + Tcl
19 105-17-MCH 37 M La Chorrera-CHDr. AAM A + + + No tipificado
20 106-17-MCH 43 M La Chorrera-CHDr.AAM A + - + + Tcl

* A: Asintomaticos, C: Cardiacos
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Tabla 4.3.- Determinacion de la positividad a de Trypanosoma cruzi a través de
diferentes métodos en muestras de sangre de pacientes chagasicos cronicos, provenientes
de la comunidad rural Chararé, en el distrito de Chepo, provincia de Panama.
Determinacion de las Unidades Discretas de Tipificacion (UDT) en las muestras de
sangre de los pacientes.

N° de .
Caso C;qtf:egs'ir:e Edad Sexo Procedencia CI:;::ZIO W;ﬁetm ELISA ;;::3: lf?g;: DTUs

1 16-16-MCH 72 M Chararé A - + + Tcl

2 17-16-MCH 35 F Chararé A + + - No tipificado
3 18-16-MCH 15 F Chararé A + + + Tcl

4 19-16-MCH 2 F Chararé C IND + + + Tcl

5 22-16-MCH 65 F Chararé A + - + + Tcl

6 24-16-MCH 76 F Chararé A IND - + + Tcl

7 25-16-MCH 77 M Chararé A + - + + Tc | HN+*
8 26-16-MCH 35 M Chararé A + + + + Tcl

9 27-16-MCH 39 F Chararé A + + + + Tcl

10 [28-16-MCH 52 F Chararé A + + + + Tcl

11 29-16-MCH 6 F Chararé A IND - + + Tcl

12 31-16-MCH 51 M Chararé A + - + + Tcl

13 [32-16-MCH 43 M Chararé A + - + + Tcl

14 [33-16-MCH 56 M Chararé C + + + + Tcl

15 34-16-MCH 12 M Chararé A + + + + Tcl

16 |35-16-MCH 9 F Chararé A + - + + No tipificado
17 36-16-MCH 32 M Chararé A IND - + + Tcl

18 37-16-MCH 75 M Chararé A IND IND + + Tcl

19  [40-16-MCH 79 F Chararé A + - + + Tcl

20 45-16-MCH 17 F Chararé A + + + + Tcl

21 46-16-MCH 34 F Chararé A + + + Tcl

22 52-16-MCH 40 M Chararé C + + + + |Tcl+Tcll/VIVI
23 54-16-MCH 14 F Chararé A + - + + |Tcl+Tcll/NVIVI
24 55-16-MCH 17 F Chararé A + - + + Tcl

25 |56-16-MCH 41 M Chararé C + - + No tipificado
26 62-16-MCH 39 F Chararé C + + + [Tcl+Tcll/VIVI
27 64-16-MCH 54 M Chararé C + - + Tcl

28 66-16-MCH 36 F Chararé A + + + + Tcl

29 71-16-MCH 20 M Chararé A + + - + No tipificado
30 72-16-MCH 22 M Chararé A + - + + No tipificado
31 77-16-MCH 49 F Chararé A + - + + Tcl

32 |82-16-MCH 29 F Chararé A + - + + No tipificado
33 91-16-MCH 57 M Chararé A + IND + + No tipificado

* A: Asintomaticos, C: Cardiacos

4.1.4 Diagndstico Molecular.
Los métodos de biologia molecular se caracterizan por ser especificos y poseer
elevada sensibilidad, ya que detectan el acido desoxirribonucleico (ADN) del

parasito.
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4.1.4.1. PCR Convencional.
Con el fin de confirmar los resultados de los pacientes positivos por serologia

se realizd una PCR convencional usando los “primers” 121F-122R, como se

describe en Material y métodos a los dos grupos de pacientes.

330 pb

Figura 4.3.- Electroforesis en gel de agarosa al 2% donde se muestra la amplificacion del
producto de PCR de KDNA para T. cruzi de 330 pb de muestras de pacientes de la
poblacion rural. (M) Marcador de peso molecular de 50-1000 pb (Canvax). (carril 1)
control negativo. (2) control positivo, amplificacion de ADNg de tripomastigote de T.
cruzi. (carriles del 3-6).

Todos los pacientes analizados estaban en fase cronica de la enfermedad, de
los cuales resultaron positivo por PCR-KDNA en un 96.22% (51/53) (Tabla
4.4). De los pacientes provenientes del area rural con serologia positiva el

100% (33/33) obtuvieron resultados positivos para la PCR Figura 4.3.
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Sin embargo, de los pacientes procedente del area urbana el 90% (18/20)
fueron positivos para la KPCR, como se muestra en la Figura 4.4.

C+ C- + + + + + + + - +

330 pb

Figura 4.4.- Electroforesis en gel de agarosa al 2% donde se muestra la amplificacion del
producto de PCR de KDNA para T. cruzi de 330 pb de muestras de pacientes de la
poblacion urbana. (M) Marcador de peso molecular de 50-1000 pb (Canvax). (carril 1)
Control negativo. (2) Control positivo, amplificacion de ADNg de tripomastigote de T.
cruzi. (Carriles 3-9 y 11) y (Carril 10) paciente con PCR negativo.

4.1.4.2. Genotipado de T. cruzi mediante ensayos de PCR para la
determinacion de unidades discretas de tipificacion (UDT).

Todos los casos seropositivos detectados en la region de Chararé pueden
considerarse pacientes con enfermedad de Chagas cronica. Antes de la
recoleccion de la muestra, ninguno de los pacientes reportd fiebre o signos
clinicos que pudieran sugerir la fase aguda de la enfermedad. El genotipado
de las UDT de las muestras de sangre de estos pacientes se realizo a partir de

las mismas muestras de ADN sin el conocimiento previo del resultado de la
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kDNA-PCR. De hecho, las muestras negativas de kDNA-PCR no

amplificaron los genes utilizados para la tipificacion de UDT.

Tabla 4.4.- Resultados serolégicos y moleculares de los dos grupos de pacientes del
estudio.

Pacientes Pacientes

Muestras Urbanos Rurales Total
Total de muestras 28
analizadas (26.42%) 78 (73.58%) 106 (100%)
Seroreactividad Anti-T. 20
cruzi (71.43%) 33 (42.30%) 53 (50%)

18/20
kDNA-PCR positivos (90%) 33/33 (100%) | 51/53 (96.22%)

15/20
DTU-PCR positivos (75%) 29/33 (87.88%) | 44/53 (83.01%)
Tcl 15/20(75%) | 26/33 (78.78%) | 41/53 (77.35%)
Mixtos
Tc 1+ Tc I/VIVI -- 3/33 (9.09%)

3/53 (5.66%)*

UDTs No tipificadas# 5/20 (25%) | 4/33 (12.12%) 9/51 (17.64%)

* Se presenta claramente la presencia del 5,6% (3/53) de pacientes con DTU mixta (DTU
Ly I/ V/VI).

# Se incluyen aquellos casos con positividad para KDNA-PCR no detectables més
aquellas muestras positivas de KDNA-PCR que dieron resultados no detectables en las
PCR realizadas para el genotipado de UDTs.

Los resultados presentados en la Tabla 4.4 muestra como en las muestras
positivas por KDNA-PCR, fue posible identificar los UDT de los paréasitos
sanguineos o de su ADN en 15/18 y 29/33 muestras de localidades rurales y
urbanas respectivamente tras la amplificacion de los genes SL-IR |y SL-IR
Il de T. cruzi como dianas moleculares (Figura 4.5), mientras que los otros
marcadores de genotipado dieron resultados no detectables. Por tanto, sélo se
pudo hacer una distincion entre los grupos Tcly Tc 11/ V / VI UDT. Estos

procedimientos de PCR basados en SL-IR Iy Il mostraron que en Chararé, el
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78,78% de los pacientes estaban infectados con cepas de UDT I, mientras que
el 9,09% correspondia a infecciones mixtas de UDT | més otras UDTs, UDT
I1/V /VI. En cuatro de estas muestras (12,12%), no se pudo determinar el
grupo de UDT correspondiente. La falla en el genotipo de algunas de las
muestras analizadas probablemente se debi0 a cargas parasitarias muy bajas,
por debajo de los limites de deteccion de los métodos de PCR SL-IR 1y 1.
Por lo que se puede sospechar la misma limitacion para los otros marcadores

de genotipado que dieron resultados indetectables.

Gen Producto de la amplificacion (pb)
SL-IR [ 150 || 157 | | 200 |
v
475°
v
| 425 |
' . , '
| 125 || 140 || 125 |[140/145]
! !
| 580 || 565 |
v v
Tad || Tev || Tear || Tevi || Tem || Tav |

d

! = |

e
o~
=

vy
o
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+a9 &

200

140
140
580

Figura 4.5.- Diagrama de flujo de las dianas de PCR para el genotipado de UDT.
Electroforesis en gel de agarosa que muestra la deteccién por PCR basada en SL-IR | y
SL-IR Il de grupos de UDT de T. cruzi en muestras de sangre de pacientes con
enfermedad de Chagas cronica de Panama.

4.1.5. Diagnostico clinico.

Los pacientes con diagnéstico serol6gico positivo realizado tanto en los
hospitales de tercer nivel de atencion (Hospital Santo Tomas, Complejo
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Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid y Hospital de Especialidades
Pediatricas) donde se realizo el primer cribado, como en nuestro estudio, se
les realiz0 electrocardiograma y radiografia de torax en los diferentes
hospitales responsable de las evaluaciones (Hospital Regional de Chepo). De
los pacientes procedentes del area urbana el 26.4% (14/53) fueron
diagnosticados como asintomaticos y el 17 % (9/53) como cardiacos (Tabla
4.2). Sin embargo de los pacientes de la comunidad endémica rural, el 45.2
% (24/53) fueron asintomaticos y el 11.3 % (6/53) fueron diagnosticados como
cardiacos (Tabla 4.3). Las manifestaciones clinicas mas comunes encontradas
en los pacientes cardiacos fueron: trastornos de la repolarizacién, bloqueo

auriculoventricular, bradicardia y trastorno de la conduccion.

4.1.6 Evaluacién de la respuesta inmune de sueros de pacientes chagasicos
de Panama a través de ensayos de ELISA, con extractos de las formas
infectantes del parasito y otros componentes del parasito presentes en los

SUEros.

Los métodos inmunolégicos presentan algunas divergencias debido a los
diferentes protocolos de las preparaciones de antigenos y las variaciones
genéticas de las cepas circulantes, lo que produce diferencias en el rendimiento
entre las pruebas comerciales disponibles (Santos et al. 2016) .

Estudios indican que las pruebas o kit comerciales que utilizan antigenos
recombinantes o péptidos sintéticos son una alternativa mas especifica a los
que utilizan extractos crudos complejos, aungue en ocasiones tienen
sensibilidades variables (Caballero et al. 2007).

En este escenario y debido a la heterogeneidad de la especificidad descrita,
las pruebas, para el diagndstico de la enfermedad de Chagas, en este trabajo
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decidimos evaluar la respuesta inmune frente a T. cruzi con diferentes

fracciones o componentes del parésito a través de ensayos de ELISA.

4.1.6.1. Determinacion de titulos de anti T. cruzi en suero de pacientes
chagaésicos frente a lisado de tripomastigotes de T. cruz de la cepa Pan4, a
través de ensayos de ELISA.

La determinacion de los titulos anti-T. cruzi de pacientes chagasicos
panamenos, se realizo a través de ensayos de ELISA, utilizando el extracto
procedente del lisado crudo de tripomastigotes, sensibilizando las placas con
una concentracion de 5ug/por pocillo. Los resultados obtenidos se muestran
en la gréfica 4.2. Se estudié 19 pacientes seleccionados aleatoriamente de
ambos grupos de poblacion (urbana y rural) con el objetivo de obtener
respuesta inmune, independientemente de la localidad y la evaluacion clinica.
Todos los pacientes presentaron titulos por arriba del valor de corte en relacion
con el control negativo a la dilucion 1:500. Lo que corrobora los resultados
anteriores realizados con el Kit Comercial Chagatest. A las muestras
evaluadas se les realizo tres titulaciones (1:100, 1:500 y 1:1000); En todas
(100%), se obtuvieron resultados por arriba del valor de corte en las diluciones
1:500, sin embargo, en la dilucion 1:1000, solo el 79% (15/19) resultaron con

valores positivos en comparacion al cut-off.
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Diluciones de sueros de pacientes chagasicos

Gréfica 4.2.- Evaluacion de la respuesta inmune de sueros de pacientes chagasicos frente
a lisado crudo de tripomastigote de T. cruzi Pan4 a través de ensayos de ELISA.

4.1.6.2 Determinacion de respuesta inmune en las EVs purificadas de los
sueros de pacientes chagésicos frente a inmunosuero anti-T. cruzi,

obtenido en rata Wistar a través de ensayos de ELISA.

Se pudo comprobar en 23 sueros de los pacientes panamefios cronicos,
verificados por PCR, la presencia de inmunocomplejos formados por EVs, tras
los procesos de aislamiento por ultracentrifuacion. Una vez separados las EVs
de las inmunoglobulinas que forman los inmunocomplejos, las EVs fueron
lisadas y cuantificadas las proteinas, para ser adsorbidas en placas de ELISA.
Para este estudio se utilizaron EVs obtenidas a partir de sueros de pacientes
que en el primer tamizaje serologico fueron considerados como
indeterminados; con el objeto de comprobar si las EVs del parasito estaban
presentes en dichos los sueros y eran determinantes en el diagnostico de los
pacientes en estudio.
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Graéfica 4.3.- Reconocimiento antigénico en las EVs obtenidas de sueros de pacientes
chagasicos frente a un inmunosuero anti-T. cruzi (rata), a través de ensayos de ELISA.

En lagréafica 4.3 se observa como todas la muestras (100%), tienen respuesta
inmune frente a los antigenos presentes en las EVs con valores de absorbancia
superiores al valor cut-off, independientemente si son consideradas
indeterminadas, positivas o incluso negativas en analisis inmunoldgicos
anteriores. COmo se muestra, las muestras 6 y 16 fueron negativas en los
ensayos de ELISA, al igual que las muestras 7 y 9 donde fueron negativas en
las pruebas rapidas. Las muestras 19 y 37 fueron consideradas indeterminadas
mediante los ensayos de Western Blot y por ultimo la muestra 37 fue también
considerada negativa en las pruebas de ELISA frente a los antigenos totales
de T. cruzi presentes en estos sueros.

Los resultados obtenidos de tres ensayos diferentes, corroboran la

especificidad de los estudios, al utilizar las EVs presentes en el suero de los
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pacientes como antigeno y un inmunosuero frente a T. cruzi como método de

diagnostico directo.

4.1.6.3. Tipificacion de las inmunoglobulinas en sueros de pacientes

chagasicos cronicos a través de ensayos de ELISA.

De las 5 principales tipos de inmunoglobulina séricas, IgM, IgG, IgA , Ig D
e IgE. La inmunoglobulina G (IgG) es una de las proteinas mas abundante en
el suero humano, y representa aproximadamente el 10-20% de las proteinas
plasmaticas totales. 1gG en la especie humana se divide en cuatro subclases,
nombradas, en orden decreciente de abundancia 1gG1, 1gG2, 1gG3 e
IgG4. Cada subclase tiene un perfil Unico con respecto a la unién a antigenos,
formacion de inmunocomplejos, activacion del complemento, activacion de
células efectoras y el transporte al feto a través de la placenta.

El papel de estas IgGs en la respuesta inmune humoral en la progresion y
desarrollo de la enfermedad de Chagas esta poco explorado. El objetivo de
este ensayo fue identificar el tipo de inmunoglobulinas anti T. cruzi y sus
isotipos en la formacion de los inmunocomplejos circulantes en los pacientes

cronicos usados en estos estudios.
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Grafica 4.4.- Tipificacion de subclases de 1gG en los Inmunocomplejos de sueros de
pacientes chagésicos cronicos mediante ELISA. Las lineas horizontales indican los
valores medios obtenidos.

Para tal objetivo se utilizd un ELISA de captura en donde se estudio cada
inmunoglobulina de forma individual en 23 muestras de sueros con sus
respectivos controles negativos y positivos. Como antigeno se empled las
inmunoglobulinas que se disociaron previamente de los inmunocomplejos
(EVs- 1g) a partir de los sueros de pacientes chagasicos. Se observo que los
niveles mas altos obtenidos fueron para 1gG4 e 1gG2 en casi todos los casos.
Hubo niveles moderadamente altos de anticuerpos IgG3 y niveles mas bajos

de anticuerpos IgG1 en todos los pacientes como se muestra en la grafica 4.4.
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Gréfica 4.5.- Comparacion de la reactividad de las 1gG y Ig A, IgE e IgM en suero de
pacientes chagasicos cronicos.

En cuanto a la presencia de las inmunoglobulinas A, E y M, capaces de
reconocer antigenos de T. cruzi, encontramos que su reactividad fue similar
entre ellas en la mayoria de las muestras analizadas. Dando un perfil de
reactividad de las IgGs a las procedentes de los inmunocomplejos circulantes,

grafica 4.5.

4.1.6.4. Determinacion de la respuesta inmune de sueros de pacientes
chagaésicos, frente a EVs liberadas por tripomastigotes de T. cruzi,

mediante ensayos de ELISA.
Para este estudio se utiliz6 como antigeno las EVs de T. cruzi liberadas y

cuantificadas segun los protocolos anteriormente descritos, las cuales se

adsorbieron en placas de microtitulacion, para ensayos de ELISA.
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Gréfica 4.6.- Reactividad inmunoldgica de los sueros de pacientes chagasicos frente a
EVsde T. cruzi Pan4.

Los sueros de los pacientes chagéasicos fueron estudiados a tres diluciones
(1:500, 1:1000 y 1:1500). EI objetivo de este ensayo fue, una vez mas
corroborar la reactividad de los sueros elegidos para el ensayo frente a otro
antigeno mucho mas especifico del parasito, en este caso las EVs procedentes
de tripomastigotes de T. cruzi. Los resultados representados en la gréafica 4.6
muestran como los sueros presentan titulos elevados con respecto al cut-off,
en las tres diluciones, a pesar de que, en las pruebas seroldgicas del primer
tamizaje, las muestras 56 y 62 fueron consideradas negativas para las pruebas

rapidas y la muestra 64 por ELISA (datos mostrados en la tabla 4.3)
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4.1.7. Deteccion de antigenos presentes en las EVs de tripomastigotes y
reconocimiento de las  inmunoglobulinas  formadoras de

inmunocomplejos circulantes en sueros de pacientes chagasicos cronicos.

Con el objetivo de conocer el reconocimiento de los diferentes antigenos
presentes en las EVs, que forman los inmunocomplejos circulantes en el
pool de sueros usados en los estudios anteriores, se llevaron a cabo una serie
de experimentos usando la técnica de Western blot, al objeto de reconocer
dichos antigenos para posteriores estudios de caracterizacion. Se compard el
perfil de reconocimiento por parte de un inmunosuero frente a T. cruzi
(obtenido en rata) y de un inmunosuero anti-EVs de T. cruzi (obtenido en rata).
Para estos ensayos se prepararon membranas de PVDF con las proteinas
transferidas procedentes de una electroforesis SDS-PAGE de EVs purificadas
de un pool de sueros de pacientes chagasicos, EVs de tripomastigote de T.

cruzi y un lisado de tripomastigotes de T. cruzi.
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Figura 4.6.- Reconocimiento de proteinas en EVs de T. cruzi y EVs de pool de suero de
pacientes chagasicos panamefios mediante Western blot. Se utilizé un inmunosuero anti
T. cruzi (hecho en rata), en dilucién 1:1000.

En los resultados que se muestran en la figura 4.6 se observa en el carril 1 el
reconocimiento antigénico de al menos 8 antigenos de pesos moleculares
aproximados de ~ 183 kDa, hasta ~ 17 kDa en las EVs de T. cruzi. En el carril
2, se observan el reconocimiento de proteinas en las EVs del pool de suero,
con una banda mayoritaria de aproximadamente ~ 88 kDa y en el carril 3 se
corresponde al reconocimiento antigénico del lisado de T. cruzi, con el
reconocimiento de 13 proteinas con pesos moleculares aproximados de ~ 111
kDa, hasta ~ 12 kDa. Es de destacar la banda de ~86 - 88 kDa presente en las
tres muestras, pudiendo ser un antigeno candidato para reconocimiento de la
parasitacion, lo que requerira futuros estudios de identificacion del mismo

para su posterior uso.
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Figura 4.7.- Reconocimiento de proteinas en EVs de T. cruzi y EVs de pool de suero de
pacientes chagasicos panamefios mediante Western blot. Se utilizé un inmunosuero anti
EVs de T. cruzi (obtenido en rata), dilucién 1:1000.

En la figura 4.7 se muestra el reconocimiento antigénico de las mismas
muestras procedentes de la electroforesis usadas en el estudio anterior, pero
en este caso se realizd el reconocimiento con un inmunosuero (obtenido en
rata) frente a EVs liberadas por las formas tripomastigotes del paréasito. En el
carril 1 de observa el reconocimiento de al menos de 11 antigenos proteicos
de las EVs con pesos moleculares que oscilan desde ~ 176- 21 kDa. En el
carril 2 se detectan al menos 6 bandas con pesos moleculares ~ 193-19 kDa
aproximadamente, coincidiendo en el perfil las bandas de ~83 kDa
posiblemente reconocidas en el experimento anterior por parte de los sueros
de los pacientes. En el carril 3, que corresponde al lisado del parasito donde
se reconocen proteinas con pesos moleculares desde 78 hasta 57 kDa.
Haciéndose constar la presencia de un grupo de proteinas de ~ 80 kDa en el
lisado de T. cruzi reconocidas por el inmunosuero anti -EVs de T. cruzi (hecho

en rata), que bien pueden corresponder a las reconocidas en los extractos de
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las vesiculas extracelulares y que como consecuencia de las inexactitudes de
los densitogramas o a la posible glicosilacion en las EVs cambiaran su rf en la
electroforesis.

Con la finalidad de identificar los isotipos de las inmunoglobulinas que
acomparfian a los inmunocomplejos (EVs-Anticuerpo) presentes en el suero de
los pacientes cronicos, se llevo a cabo una serie de experimentos con la técnica
de Western blots semejantes a los anteriormente descritos. Los anticuerpos
primarios utilizados procedian de un pool de suero de pacientes chagasicos
(dilucion 1:200) y como anticuerpos secundarios se utilizaron anticuerpos
monoclonales en ratdn, capaces de reconocer cada uno de los 4 diferentes
subclases de inmunoglobulinas IgG humanas, como se describe en el apartado

de Material y métodos.
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Figura 4.8.- Deteccion antigénica de inmunoglobulinas 1gG1 en pool de sueros de
pacientes chagésicos panamefios, a través del reconocimiento de proteinas en EVsy
lisado de tripomastigotes de T. cruzi, mediante Western blot.
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En la figura 4.8, en el carril 1 se muestra la deteccién por parte de la
inmunoglobulina 1gG1 del pool de sueros de pacientes chagasicos, mediante
el reconocimiento de 3 bandas de aproximadamente de 91, 77 y 61 kDa en
el perfil de las EVsde T. cruzi. De igual manera se puede observar en el carril
2 el reconocimiento de una serie de bandas, principalmente de 79, 59y 44
kDa en el lisado de T. cruzi, correspondiente a la deteccion de la 1gG1

presente en el pool de los sueros.
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Figura 4.9.- Deteccion antigénica de las inmunoglobulinas 1gG2 en el pool de sueros de
pacientes chagésicos panamefios, a través del reconocimiento de proteinas en EVsy
lisado de tripomastigotes de T. cruzi, mediante Western blot.

En la figura 4.9. se observa la deteccion de la inmunoglobulina 1gG2 en el
pool de sueros, que reconocen proteinas tanto para EVs como para el lisado
de T. cruzi. En el carril 1 se identifican proteinas aproximadamente de 173,
129, 122, 103, 66 y 69 kDa entre otras menos detectables. En el carril 2 se
observa claramente el reconocimiento de bandas de 104, 98, 94 y 73 kDa.

Lo que muestra un perfil de reconocimiento diferente a mostrado por las IgG1
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Figura 4.10.- Deteccién antigénica de inmunoglobulinas 19gG3 en pool de sueros de
pacientes chagasicos panamefios, a traves del reconocimiento de proteinas en las EVsy
lisado de tripomastigotes de T. cruzi, mediante Western blot.

En la figura 4.10 se observa la deteccion de la 1gG3 presente en el pool de
sueros en estudio, donde se reconocen multiples proteinas en el carril 1 que
oscilan desde 288-32 kDa. De igual manera en el carril 2, se observan
aproximadamente 9 bandas reconocidas en el lisado de T. cruzi.

En la figura 4.11 se identifica la inmunoglobulina 1IgG4 presente en el pool
de suero en estudio, con el reconocimiento de al menos 7 bandas en las EVs
en el carril 1y 3 bandas en el carril 2 con pesos moleculares de 49, 39y 29
kDa para el lisado de T. cruzi. Es de destacar de nuevo el reconocimiento de
una banda de ~ 80kDa al igual que era detectada en los experimentos
anteriores en las EVs del parasito. De igual manera se comprueba como el

perfil de reconocimiento es diferente al producido por las otras subclases.
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EVs de T cruzi

Peak
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74.00
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17.72
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Secundario: Monoclonal Anti-Human IgG4/HRP

Figura 4.11.- Deteccidn antigénica de inmunoglobulinas 19gG4 en pool de sueros de
pacientes chagésicos panamefios, a través del reconocimiento de proteinas en EVsy
lisado de tripomastigotes de T.cruzi, mediante Western blot.
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4.2. Estudio de la biodistribucion en ratones CD1 inoculados con
EVsde T. cruzi e ICs (EVs-1gGs).

Las EVs utilizadas fueron aisladas de tripomastigotes de T. cruzi como
se describe en Material y Métodos y sometidas a tratamientos térmicos
de 37°C y 80°C; las IgGs se obtuvieron de ratas Wistar inmunizadas con
tripomastigotes de T. cruzi y purificadas a través de columna de afinidad
con Prot A. Como se describe también en Material y Métodos, los
inmunocomplejos (IC) se formaron al incubar las IgGs totales
purificadas de los inmunosueros anti T. cruzi con EVs purificadas y
previamente marcadas con el colorante lipofilico (DiR). Las EVs
marcadas y los IC formados fueron administradas a través de la vena

marginal de la cola.
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Grupo 1 (EVs) Grupo 2 (EVs-IgG)
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Figura 4.12.- Imé&genes de fluorescencia “in vivo” de la localizacion en los ratones
CDL1 inoculados con EVs de tripomastigotes de T. cruzi inyectados por via
intravenosa. a) Ratones inoculados con EVs marcadas con DiR sin previo
tratamiento térmico. b) Ratones inoculados con EVs marcadas con DiR tratadas
previamente a 80°C. ¢) Ratones inoculados con IC (EVs-1gGs) marcados con DiR
y sin tratamiento térmico. d) Ratones inoculados con IC (EVs-1gGs) marcados
con DiR y tratados a 80°C. Las medidas y capturas de imagenes del trafico de EVs
de los 4 grupos de ratones se realizaron cada 24 horas a lo largo de 5 dias. La barra
de escala (parte inferior de cada grupo) se correlacioné con la presencia del color
rojo donde hay sefial, debido a la presencia de EVs marcadas. Las sefiales
maximas y minimas se indican en la parte superior e inferior de la barra de escala,
respectivamente.
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Las imagenes capturadas por el equipo IVIS fueron obtenidas a
diferentes tiempos en los ratones previamente sedados con isoflurano.
Una vez sacrificados los animales, se les extrajeron los diferentes
organos y de forma aislada se llevo a cabo medidas de fluorescencia.
Se identificaron los 6rganos donde preferentemente se localizaba la
fluorescencia emitida por las EVs e IC a lo largo del tiempo, tras el
indculo. El registro de FLIT con la tomografia computarizada se generd
utilizando el software Living Image.

Los resultados de la biodistribucion tanto de EVs como de IC muestran
patrones claros de fluorescencia a los tiempos de 24 h y 48 h, que
aparecen en la Figura 4.12a.

Sin embargo los ratones que se inocularon con EVs mantenidas a 37°C
registraron una mayor intensidad de fluorescencia a las 48 horas, que el
grupo de ratones inoculados con EVs tratadas a 80°C.

Es decir, una vez pasada las primeras 24 horas del ensayo, se observo
coémo se producia un incremento de la florescencia en todos los grupos,
con diferentes niveles de intensidad. Se sacrificdG un raton por grupo a
fin de estudiar la fluorescencia en los 6rganos y tejidos. Como control
se utiliz6 un ratén inoculado con PBD+DIiR, para poder contrastar la

escala de las imagenes capturadas (Figura 4.12).
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Figura 4.13.- Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de los ROI, en el
estudio de la biodistribucion de las EVse IC de T. cruzi en los 4 grupos de ratones
en relacion con el tiempo de tratamiento transcurrido. A) EVs sin tratamiento
térmico (grupol). B) EVs tratadas a 80°C (grupo 1). C) IC (EVs-1gG) (Grupo2).
D) IC formados con EVs previamente tratados a 80°C (grupo 2).

Las graficas de la figura 4.13. muestran la cuantificacion de los niveles
de fluorescencia en las regiones de interés (ROI), de la distribucion y
efecto de diferentes tratamientos de EVs e ICs marcados con DiR en
relacién con el tiempo de exposicion en cada grupo de ratones. Es
evidente en los 4 grupos la disminucion de la fluorescencia a partir de las
24 horas, independientemente del tratamiento que hayan recibido. Sin
embargo, en los grupos tratados a 80°C la disminucion de la

fluorescencia es mayor después de las 48 horas.
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Las diferencias significativas entre los Grupos 1 y Grupo 2 frente a cada
una de las variables evaluadas fue determinada empleando el test no
paramétrico de Mann Whitney. Se consider6 que las diferencias
observadas son estadisticamente significativas para valores de p<0,05.
Diferencias estadisticamente significativas son indicadas como *p<0,05
y **p<0,01. Todos los gréficos se realizaron en Prism 9.0 (GraphPad

Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.).
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Grupo 1 (EVs) Grupo 2 (EVs-IgG)
37C 802C 379C 80°C
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Figura 4.14.- Evaluacion de 6rganos mediante imégenes de fluorescencia.
Grupo 1: ratones CD1 inoculados con EVs a 37°C y tratadas y 80°C.

Grupo 2: ratones CD1 inoculados con IC con y sin previo tratamiento térmico
(80°C) y tefiidos con colorante lipofilico DiR. Captura de imagenes de los 6rganos
de los animales sacrificados. La barra de escala (parte inferior de cada grupo) se
correlaciond con la intensidad de la sefial, donde el amarillo indica una sefial més
altay el rojo indica una sefial més baja. Las sefiales maximas y minimas se indican
en la parte superior e inferior de la barra de escala, respectivamente.
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Debido al seguimiento llevado a cabo en los 4 grupos, se observo cada
animal de forma individual, al objeto de elegir el de mayor fluorescencia
en las evaluaciones diarias, para el posterior sacrificio y estudio de la
biodistribucion de EVs e IC en los diferentes 6rganos.

Para identificar con precision el tejido, se hicieron capturas de imagenes
de los 6rganos cada 24 horas. Los 6rganos estudiados fueron corazén,
estomago, intestino delgado y grueso, pulmones, rifiones, higado y bazo.
En la figura 4.14, se identifica la fluorescencia de mayor intensidad en
organos como el higado, bazo y estdbmago, ya que la sefial roja, derivada
de las EVs marcadas con DiR, se localiz6 en estos 6rganos, sin embargo,
se detectaron niveles muy bajos de sefial en algunos ratones en intestino,
mientras que, en organos como el corazén, los rifiones y pulmones no se
observo ninguna sefial. Probablemente esto se deba a que los niveles de
EVs en estos ultimos drganos son minimos y por lo tanto, estan por
debajo del umbral de deteccion de la técnica.

La captacion y acumulacion de EVs de T. cruzi en los 6rganos, presenta
mayor intensidad a las 24 horas en los 4 grupos, sin embargo, se observa
mayor intensidad de sefial en el grupo 1 con EVssin tratamiento térmico.
El andlisis de las imagenes permitid observar que en el grupo de ratones
inoculado con el IC (grupo 2) hay sefial en érganos como el intestino
delgado y grueso, con los dos tratamientos en las primeras 48 horas y
que a medida que pasan las horas va desapareciendo, situacion que no se
presenta en el grupol (Figura 4.14 Figura 4.15).
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Grupo 1

A EVs 37°C B EVs 80°C
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Figura 4.15.- Evaluacién de higado, bazo y aparato digestivo disecados. (A)
Organos de ratones CD1 inoculados con EVs de T. cruzi Pan4 a 37°C marcados
con DiR. (B) Organos con EVs de T. cruzi tratados a 80°C. (C) Organos con ICs
(EVs-lgGs) de T. cruzi a 37°C. (D) Organos con ICs (EVs-1gGs) de T. cruzi
tratados a 80°C. La barra de escala (parte lateral de cada grupo) se correlacion6
con la intensidad de la sefial, donde el amarillo indica una sefial mas alta y el rojo
indica una sefial méas baja. Las sefiales maximas y minimas se indican en la parte
superior e inferior de la barra de escala, respectivamente.
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En lo referente a la presencia de sefial en algunos organos, se podria
sugerir, que son los macréfagos, como células fagociticas los encargados
de eliminar los EVs administradas, ya que los 6rganos con mayor nimero
de macrofagos residentes, como son el higado y el bazo son los que de

una manera mas eficiente acumulan las EVs inoculadas.
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Figura 4.16.- Niveles de distribucién de las EVs e ICs de T. cruzi en 6rganos de 4
grupos de ratones en relacion con el tratamiento y tiempo transcurrido. A)
Higado. B) Bazo. C) Estomago. La intensidad de la fluorescencia fue cuantificada
a las 24 h, 48h, 72h y 96 h, en cada rat6n sacrificado dentro de los 4 grupos de
tratamiento (uno por tiempo y por grupo). Se consideré que las diferencias
observadas son estadisticamente significativas para valores de p<0,05. Diferencias
estadisticamente significativas son indicadas como *p<0,05 y **p<0,01.

La cuantificacion “in vivo” de la sefial fluorescente fue representada en
las gréficas de la figura 4.16, donde se diferencian los cambios en la
intensidad de la fluorescencia en cada 6rgano con respecto a la variable

tiempo, en los 4 grupos experimentales.
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En el perfil general de biodistribucion de EVs, de los 6rganos analizados
muestra cambios marcados durante las primeras 24 horas tras la
inoculacion, en el grupo tratado con EVs (grupo 1), en especial en el
higado, mientras que se detectaron cambios menores de fluorescencia en
el bazo y el estbmago. Sin embargo, en el grupo tratado con los ICs
(grupo 2) la florescencia en todos los 6rganos fue menor, pero con
predominio en el higado.

Nuestros resultados indican un patron de distribucion similar a las 24
horas al comparar los 4 grupos experimentales, mientras que a las 48
horas, la sefial fluorescente comenzé a disminuir en el higado y bazo. Sin
embargo no ocurre lo mismo en el estbmago ya que la sefial aumento
fuertemente en las 48 h para el grupo de EVs tratadas a 80°C y a las 72

h para los ratones inyectados con IC.

4.3. Determinacion de la expresion de interleucinas por PCR
cuantitativa en tiempo real en 6rganos de raton CD1 procedentes de

animales inoculados por via sanguinea.

Tras evaluar los resultados obtenidos del estudio de la biodistribucion de
EVs e ICs en diversos 6rganos “ex vivo”, se disefid un experimento con
los mismos grupos de ratones e inoculos que los de los experimentos
precedentes, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Se evalud
los niveles de expresién de diversas interleucinas en higado y bazo. Para
ello muestras de o6rganos (higado y bazo) de ratones eutanasiados y
debidamente conservados en RNAlatter fueron lisados. EI RNA
extraido, fue tratado con DNasa para evitar las posibles contaminaciones
con DNA gendmico, seguida de una retrotranscripcion al objeto de
obtener el cDNA a través de RT-gPCR, como se ha detallado
anteriormente. Para verificar el cDNA, se realiz6 una PCR utilizando
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cebadores que a amplificaran el gen 18S del RNA ribosomal. A todos los
cebadores se les evalud su eficiencia a través de PCR convencional antes
de realizar las RT-gPCRs. Los niveles de expresion de cada gen de
interleucina, en cada tiempo estudiado fueron comparados con respecto
a ratones control, co-normalizandose a traves de la utilizacion del gen
de referencia de la 3-actina usado como “housekeeping”. Los resultados
de los niveles de expresidn obtenidos, se presentan en 8 graficas que
contienen los datos individuales para cada 6rgano, tratamiento, tiempos
aplicados, e interleucinas agrupadas segun el tipo respuesta inmunitaria
que produce.
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Gréfica 4.7.-Determinacion por PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de
expresion normalizada de interleucinas en higado de ratones CD1 inoculados con
EVs de tripomastigote de T. cruzi (37°C).

Se analizé un total de 16 interleucinas de los grupos Thl (IL-2, I1L-12,
INF-y Y TNF-a); Th2 (IL-4, IL-10, IL-13, IL-15, y TGF-B); Th17 (IL-
17, IL-21 y IL-23 e IL-25) asi como otras interleucinas como la IL-6,

IL-9, IL-13 e IL-38. Los valores son la media de la expresion
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normalizada y la desviacion estandar. Para el analisis estadistico usado
fue Tukey-kramer, p<0.001 (***), p<0.01 (**) y p<0.05 (*).

La grafica 4.7 representa la grafica de expresion de interleucinas en el
higado de los ratones CD1 inoculados con EVs de tripomastigotes de T.
cruzi (37 °C). Los colores de las barras de la gréafica representan las horas
de tratamiento (24h 48h y 72h). Los resultados muestran en general el
bajo nivel de expresion de la mayoria de las interleucinas en las primeras
24 y 48 hora del ensayo, sin embargo a las 72 horas es evidente el
aumento del nivel de expresién de la IL-2, IL-12 que forman parte de la
respuesta Thi, la IL-10 como parte de la respuesta Th2 y el aumento la
IL-21, la IL-23 y la IL-25 que estan dentro del grupo de la respuesta
Th17. Las interleucinas que tienen altos valores de expresion son muy
significativas con respecto a sus valores a las 24h y 48h. En esta gréfica
no se detecto la expresion de IL-6, IL-17 y IL-38 en higado.
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Grafica 4.8.- Determinacion por PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de
expresion normalizada de interleucinas en higado de ratones CD1 inoculados con
EVs de tripomastigote de T. cruzi, tratadas a 80°C.
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La gréfica 4.8, representa la gréafica de expresion de interleucinas en el
higado de ratones CD1 inoculados con EVs de tripomastigotes de T.
cruzi tratadas previo a su inoculacion a 80°C. Los resultados muestran
claramente un aumento en el nivel de expresion de las interleucinas de la
respuesta Thl, pero con mayor relevancia la IL-12 y INF-y (respuesta
Th1) durante las primeras 24 horas post inoculacién (barra roja). El
resto de las IL presentas bajos niveles de expresion con excepcion de la
IL-9 a las 24 y 72 horas. En este ensayo no se detectd la expresion de
IL-17 y 1L-38.
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Gréfica 4.9.- Determinacion por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de
expresion normalizada de interleucinas en bazo de ratones CD1 inoculados con
EVs de tripomastigote de T. cruzi (37°C).

Los resultados obtenidos para la expresién de interleucinas en bazo de
ratones CD1 inoculados con EVs de tripomastigotes de T. cruzi (37°C)
se representan en la grafica de la grafica 4.9. Las barras en celeste

muestran un aumento en los niveles de expresion a las 48 horas para las
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IL-12, INF-y y TNF-a (respuesta Thl) y mostrando una posible
regulacion  entre IL-12 y INF-y) con valores estadisticamente
significativos p<0.001 (***). Por otro lado se observa altos valores de
expresion para IL-9 en los tres tiempos analizados. En bazo se muestra
la expresion de IL-17 pero no de la interleucina de la respuesta Th2 IL-

13 quizas como consecuencia de la baja expresion de la IL-25.
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Gréfica 4.10.- Determinacion por PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles
de expresiéon normalizada de interleucinas en bazo de ratones CD1 inoculados con
EVs de tripomastigote de T. cruzi, tratadas a 80°C.

La gréafica 4.10, representa los resultados de la expresion de IL en bazo
de ratones CD1 inoculados con EV tratadas a 80°C. Los resultados de la
grafica muestran altos valores para 1L-12, INF-y a las 48 horas (barra
celeste) TNF-a a las 72 horas (barra rosada). También se observa
aumento para IL-15 durante las primeras 24 horas del experimento. Por
otro lado el comportamiento de la expresion en la IL-9 muestra un

incremento a medida que aumentan las horas del ensayo. Por ultimo se
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observa un notable aumento de la IL-25 a las 72 horas. Las

significaciones estadistica p<0.001 (***).
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Gréfica 4.11.- Determinacion por PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles
de expresion normalizada de interleucinas en higado de ratones CD1 inoculados
con EVs de tripomastigote de T. cruzi, formando ICs (EVs- 1gGs) a 37°C.

En el segundo grupo de resultados que se presenta a continuacion, se
muestran graficas de higado y bazo de ratones CD1 inoculados con EVs
con tratamientos térmicos a 37 y 80°C unidas a IgGs, es decir formando
ICs (EVs- 1gGs).

En la gréfica 4.11 (ICs formados por EVs en higado a 37°C) se aprecian
niveles ligeramente elevados a las 24 para la mayoria de la ILs,
especificamente en las de las respuestas Thl (IL-2, IL-12, INF-yy TNF-
a). También se observan niveles ligeramente altos para TGF-B y IL-9.
Los niveles de expresion altos para IL-21 (respuesta Thl7) y IL-25 se

muestran a las 24 horas con una alta significacion estadistica.
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Gréfica 4.12.- Determinacion por PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de
expresion normalizada de interleucinas en higado de ratones CD1 inoculados con
EVs de tripomastigotes de T. cruzi, tratadas a 80°C y formando ICs (EVs- 1gGs).

A diferencia de los resultados mostrados en la grafica anterior, en la
gréfica 4.12 (ICs formados con EVs previamente tratados a 80°C en
higado) refleja el efecto del tratamiento térmico, donde los valores de
expresion son bajos a las 24- 48h tanto en las ILs del grupo Thl
mientras, que los niveles de TNF-o muestra nivel mas alto de expresion
a las 72 horas, asi como en las ILs del grupo Th2. En esta grafica
destacan los valores de expresion para las IL- 21, IL-25y la IL-38 a las
48h post inoculacion.
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Gréfica 4.13.- Determinacion por PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles
de expresidon normalizada de interleucinas en bazo de ratones CD1 inoculados con
EVs de tripomastigote de T. cruzi , tratadas a 37°C y formando ICs (EVs- 1gGs).

La induccion de respuesta inmune del IC formados con las EVs sin
tratamiento térmico (37°C), en bazo es muy notoria para algunas ILs,
destacando a las 24h la elevacion de la IL-9, tal como lo muestra la
gréfica 4.13, observandose niveles de expresion aumentados a las 72h
para INF-y, IL-13 y TGF-B con una significacion estadistica p<0.001
(***). Sin embargo también se puede observar la baja expresion de ILs

en las primeras 24 horas del ensayo.
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Gréfica 4.14.- Determinacion por PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles
de expresion normalizada de interleucinas en bazo de ratones CD1 inoculados con
EVs de tripomastigote de T. cruzi, tratadas a 80°C y formando ICs (EVs- IgGs.

Los resultados obtenidos en bazo, tras la inoculacion de ICs con EVs
sometidos a tratamiento térmico previo de 80°C, aparecen representados
en la gréafica 4.14, muestran unos valores aumentados de la expresion
de ILs tanto de respuesta Thl, Th2 como Thl7. Sin embargo los
aumentos mas destacados son a las 72 horas para las IL-12, INF- y y

TGF- B con una alta significancia estadistica p<0.001 (***).
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4.4. Caracterizacion de EVs de tripomastigotes y epimastigotes de T.
cruzi.

Con el objetivo de describir las caracteristicas especificas de las EVs de cada
estadio de T.cruzi se aplicaron diferentes técnicas (DLS, Western blot, SEM
TEM y AFM) que permitieron establecer comparaciones, similitudes y

diferencias, que una vez analizadas fueron utilizadas para posteriores ensayos.
4.4.1 Dinamic Lihgt Scatering (DLS).

Para la medida y calculos de los promedios de tamafio las EVs se resuspendio
100 pL de EVs purificadas y cuantificadas sus proteinas previamente en 900
pL PBS 1X filtrado por 0.22 pm.

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 177,8 Peak 1: 81,68 86,6 19,35
Pdl: 0,366
Intercept: 0,968

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

=)

0 100 1000 10000
Size (d.nm)

l ,,,,,,,,,,,, Record 4: EXO TRIPO 1 ‘

Figura 4.17.- Cuantificacion del tamafio de EVs de tripomastigote de T. cruzi Pan4, a
través de DLS.
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm}:
Z-Average (d.nm). 1117 Peak 1: 164.2 93.1 15.61
Pdl: 0.5859
Intercept: 1.07
Result quality Good
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Figura 4.18.- Cuantificacion del tamafio de EVs de epimastigotes de T. cruzi Pan4, a
través de DLS.

Se cuantificaron los tamafios de las EVs para ambas formas del parasito,
identificando para los tripomastigotes una poblaciones de EVs, de 81.68 nm
(96.3 £ 11.3) (Figura 4.17). Mientras que para las EVs obtenida de los
epimastigotes se obtuvo una poblacion media de 164.2 nm (172 = 10.4)
(Figura 4.18). El volumen de EVs utilizado para los ensayos de DLS fue de 20
pg de proteina por muestra que corresponde aproximadamente a 8x10%°
nanoparticulas/mL. Todas las medidas se realizaron por triplicado y como
control del ensayo se utilizé PBS filtrado por 0.22 pm.

4.4.2 ldentificacion de proteinas marcadoras de T. cruzi a través de
Western blot.

En este apartado se presentan los resultados de la identificacion a través de
western blot, de dos proteinas cruciales en aspectos clave de la interaccion
parasito-célula. Estas proteinas participan en procesos de adhesion e invasion

celular, con participacion en la inmunomodulacién del sistema inmune, como
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es el caso de la trans-sialidasa y la cruzipaina (CP), la principal cistein proteasa
presente en todos los estadios del ciclo de vida de T. cruzi. Se utilizaron EVs
tanto de tripomastigotes como de epimastigotes y como control y al objeto de
conocer la localizacion superficial en las EVs se realizaron tratamientos con
laenzima proteinasa K. De igual manera se utilizaron lisados de ambas formas
del parasito (tripomastigote y epimastigote) a fin de identificar en el patron
de proteinas la presencia de estas proteinas marcadoras. Como control de carga

para cuantificacion del ensayo se usd la calmodulina.
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Figura 4.19.- Identificacién de proteinas totales de T. cruzi a través de Western Blot. Se
utilizaron 30 pg de proteina para cada muestra cargada en los carriles. 1) Marcador
de peso molecular, 2) EVs de tripomastigotes, 3) EVs de epimastigotes, 4) EVs de
tripomastigotes tratados con proteinasa K, 5) EVs de epimastigotes tratados con
proteinasa K, 6) lisado de tripomastigotes y 7) lisado de epimastigotes de T. cruzi Pan4.
Como anticuerpo primario se utiliz6 un inmunosuero (obtenido en raton ) diluido 1:100
en PBS estéril.

En la figura 4.19 se utiliz6 inmunosuero de T. cruzi para el reconocimiento de
proteinas totales. En las EVs tanto de tripomastigotes y epimastigotes se
observan mudltiples bandas (carriles 2 y 3) correspondientes al patron de
reconocimiento por parte de los anticuerpos del inmunosuero en las EVs. Lo

gue no ocurre en las EVs tratadas con proteinasa K (carriles 4 y 5), donde la
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disminucion de bandas respecto a las EVs no tratadas con la proteinasa K es
notable, indicando la eliminacion de dichas proteinas de la superficie de las
EVs. En el lisado de ambas formas del parasito se pudo identificar bandas

superior a 180 kDa hasta menos de 15 kDa (carril 6 y 7).
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Figura 4.20.- Identificacion y cuantificacion de la transialidasa a través de Western
Blot. Se utilizé6 30 pug de proteina para cada muestra depositada en los carriles. 1)
Marcador de peso molecular, 2) EVs de tripomastigotes, 3) EVs de epimastigotes, 4) EVs
de tripomastigotes tratados con proteinasa K, 5) EVs de epimastigotes tratados con
proteinasa K, 6) lisado de tripomastigotes y 7) lisado de epimastigotes de T. cruzi Pan4.
La dilucién del anticuerpo primario anti trans-sialidasa (mAb 39) obtenido en raton
fue de 1/1000.

En la figura 4.20 se muestra la identificacion de la trans-sialidasa por parte de

anticuerpo monoclonal anti-transialidasa (mAb 39). Donde se detectaron
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bandas que oscilan desde 187, 169, 146, 88, 67 y 43 kDa en las EVs de
tripomastigotes (carril 2). En el carril 3 que corresponde a EVs de
epimastigotes observamos 3 bandas de 206, 90 y 67 kDa. En los carriles 4 y
5 las EVs tratadas con proteinasa K, las bandas tanto de tripomastigote como
epimastigotes son de 75 kDa. En los lisados de ambas formas se observan la
identificacion de multiples bandas algunas de pesos moleculares menores que
no fueron cuantificadas quizas a péptidos correspondientes a estas enzimas y

aun en el Golgi o reticulo endoplasmatico (carriles 6 y7).

1 2 3 4 5 6 7

55 KD s

35 kDa ==

Figura 4.21.- Identificacion de la cruzipaina a través de Western Blot. Se utiliz6 30 ug
de proteina para cada muestra depositada en los carriles. 1) Marcador de peso
molecular, 2) EVs de tripomastigotes, 3) EVs de epimastigotes, 4) EVs de tripomastigotes
tratados con proteinasa K, 5) EVs de epimastigotes tratados con proteinasa K, 6) Lisado
de tripomastigotesy 7) Lisado de epimastigotes de T. cruzi Pan4. El anticuerpo primario
anti-cruzipaina obtenido en conejo fue utilizado en dilucién de 1:1000.

En la figura 4.21 se identifica una banda Unica que corresponde a la proteina
cruzipaina (37 kDa). Se encuentra en EVs tanto de tripomastigotes como de
epimastigotes (carriles 2 y 3), igual que en sus respectivos lisados (carriles 6
y 7). En las EVs tratadas con proteinasa K se observa una banda ligeramente
reconocida, para los tripomastigotes (carril 4), pero en EVs de epimastigotes

si se observa méas marcada (carril 5).
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Figura 4.22- ldentificacion de la proteina calmodulina (control de carga) a través de
Western Blot. Se utilizé 30 pg de proteina para cada muestra depositada en los carriles.
1) Marcador de peso molecular, 2) EVs de tripomastigotes, 3) EVs de epimastigotes, 4)
EVs de tripomastigotes tratados con proteinasa K, 5) EVs de epimastigotes tratados con
proteinasa K, 6) Lisado de tripomastigotes y 7) Lisado de epimastigotes de T. cruzi Pan4.
El anticuerpo primario anti-calmodulina obtenido en ratéon (Abcam, ab2860) fue
utilizado en dilucion de 1:500.

En la figura 4.22 se muestra la identificacion de la proteina calmodulina con
un peso molecular aproximadamente de 17 kDa. La misma se encuentra
presente tanto en EVs de tripomastigotes y epimastigotes como en los lisados
del parasito y como es de esperarse en las EVs tratadas con proteinasa K no se
observa, ya que la presencia de esta proteina esta vinculada a las membrana

de las EVs, segun observaciones previas de (Diaz Lozano et al. 2017).

4.4.3 Caracterizacion de EVsde T. cruzi Pan 4 a través de microscopia
(SEM, TEM y AFM).

La caracterizacion a través de SEM, nos permitié poder observar tanto la
morfologia como los tamafio de las EVs purificadas procedentes del parasito.
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Figura 4.23.- Caracterizacion de EVs de tripomastigote de T.cruzi a través de SEM. Las
imagenes Ay B muestran EVs de 80-100 nm (Barra de escala 100 nm), mientras que en
las imagenes Cy D tienen tamafios aproximados de 40 nm (Barra de escala de 30 nm).

Los resultados de la figura 4.23 muestran EVs de tripomastigote de T. cruzi
con morfologia redondeada globosa carente de la zona hendida “cup shape”
que ha sido descrita y en opinion de algunos autores es producto de las
manipulaciones para la microscopia. Los tamafios oscilan entre 40 a 100 +10
nm. Estas observaciones se realizaron por triplicado con muestras procedentes

de diferentes aislamientos.

233



Resultados

300+

250+ kkk

200+ I I
150+
100+

Tamaio (nm)

50

EVs EVs

Tripomastigotes Epimastigotes

Figura 4.24.- Caracterizacion de EVs de T. cruzi Pan4 a través de TEM en tincion
negativa. (A) EVs de epimastigotes. (B) EVs de tripomastigotes. (C) Medicion del tamafio
de las EVs para cada forma del parasito en (nm). (Barras de error: SD de tres réplicas
biolégicas independientes, valores p, de significacién: ***, P <0,001.

Para la caracterizacion de EVs mediante TEM se utilizo la técnica tincion
negativa. Los resultados muestran las caracteristicas especificas de tamafio
de EVs de dos estadios del parésito (tripomastigote y epimastigotes). La figura
4.24A muestras que las EVs de los epimastigotes tienen un tamafio medio de
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68.03 £ 9.98 nm, mientras que las EVs de los tripomastigotes tienen un tamafio
promedio de 140.70 + 20.45 nm (Figura 4.24B). La grafica 4.24C, presenta la

comparacion entre los tamarfios de las EVs con sus significancia estadistica.

La microscopia de Fuerza Atdmica (AFM) es un tipo de microscopia con un
alto nivel de amplificacion capaz de detectar las interacciones moleculares y
de uso aun limitado en biologia, que en los ultimos afios se ha usado en la

caracterizacion de EVs.
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Figura 4.25.- Imégenes de AFM de la altura de la particula (Z- height). (A) EVs de
tripomastigote de T. cruzi. (B) Zoom (Z- height) y perfiles de altura para cada una de la
EVs. (C) Imagen de amplitud.

A través de los anélisis de las EVs purificadas mediante AFM en modo de no
contacto, se obtuvieron imagenes de nanoparticulas homogéneas de tamafio

aproximado entre 35-43 nm (Figura 4.25). Las imagenes de amplitud y
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topografia (Figura b y Figura ¢) muestran detalles de longitud entre 55 a 72

nm.

4.5 Estudios microscépicos de la interaccién EVs- células

Una vez caracterizadas las EVs de T. cruzi se llevaron a cabo una serie de
estudios de la interaccién EVs-célula, bajo Microscopia de barrido (SEM),
Microscopia de Transmision (TEM), microscopia confocal y de Fuerza
Atomica (AFM). La captacion de las EVs se realizé a diferentes tiempos y

diferentes tipos de células.

45.1 Estudio de la Interaccion de las EVs con celulas Vero;
Inmunolocalizacion de tripomastigotes de T. cruzi observacion mediante

Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Para estudiar la interaccion EVs-célula, se pusieron en contacto células Vero
1x10 * células con 30 pL de EVs de tripomastigotes de T. cruzi
correspondiente a aproximadamente 0.1 pg proteina /L.
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Figura 4.26.- Identificacion de la interaccion célula Vero - EVs de T. cruzi a través de
SEM (A), barra de escala de 1 pum. (B) Filopodios producto de la interaccion EVs-
células, barra de escala de 200 nm. (C) Célula control, barra de escala 2 pm.

En la figura 4.26 se puede apreciar la presencia de multiples proyecciones
correspondientes a filopodios distribuidos de forma radial sobre la superficie
de la célula tras la interaccion de las EVs con las células. Los filopodios
descritos como proyecciones citoplasmaticas formadas por filamentos de
actina y con un movimiento altamente dindmico aumenta la superficie activa
de la célula, facilitando posiblemente la interaccion con EVs. La base de
dichas proyecciones se ha considerado como el punto critico, para el inicio de

la endocitosis.
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T: 10 min

Figura 4.27.- Estudio de la interaccion de EVs de tripomastigote de T. cruzi con células
Vero a diferentes tiempos, observados mediante Microscopia de Barrido (SEM). (A) 1
minuto. (B) 5 minutos y (C) 10 minutos.

Tal cual lo observamos en las figuras A con vista panordmica y B con mayor
aumento donde se puede apreciar detalles de las prolongaciones que a su vez
tiene a modo de micro proyecciones lo que facilitaria la superficie total de
contacto con el ligando.

Para evaluar la forma progresiva de la captacion de EVs por parte de la célula,
se realizo la interaccion EVs-célula a diferentes tiempos (1, 5y 10 min). La
figura 4.27 muestra iméagenes donde se visualiza las EVs uniéndose a la
protuberancias de la membrana celular y en algunos casos lo que parece ser
inicio de proyecciones citoplasmaticas. (Figura 4.27A). Se observan EVs
sobre la superficie de la célula a los 5y 10 minutos de la interaccion. En el
minuto 10 se puede apreciar una EVs en lo que parece ser el inicio de una
caveola (Figura4.27By 4.27C).
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Figura 4.28.- Estudio de la interaccion de EVs de tripomastigote de T. cruzi con células
Vero a diferentes tiempos, observados mediante Microscopia de Barrido (SEM).
Observaciones mediante inmunomarcaje de las EVs de tripomastigote de T. cruzi
interaccionando con las células Vero durante 1 minuto. Se observa la superficie- de las
células y las EVs marcadas con anticuerpos especificos ligados a oro. La deteccién de las
particulas de oro se realizd mediante detectores STEM (BF/DF). Se utiliz6 un
inmunosuero anti T. cruzi (elaborado en rata) diluido 1:50 y como anticuerpo secundario
Anti-Rat 1gG-Gold marcado con oro coloidal (10nm) (Sigma-Aldrich, G7035) en
dilucion 1:50. (A) Visualizacion del marcaje de EVs (particulas de oro en blanco sobre
fondo negro). (B) Marcaje de EVs (imagen en blanco ). (C) Visualizacion del marcaje de
EVs con particulas de oro (particulas de oro en rojo). La barra de escala es de 200 nm.

Para confirmar que las EVs observadas por SEM, son especificamente de T.
cruzi y no liberadas por las propias células Vero, se realizaron ensayos de
inmunomarcaje usando un anticuerpo secundario anti-rata marcado con
nanoparticulas de oro coloidal de 10 nm, en tiempos de interaccién (1,5y 10
minutos). El objetivo  del experimento fue visualizar  mediante el
reconocimiento del anticuerpo primario anti-T. cruzi, la interaccién EVs-
célula. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados en la

figura 4.28, muestran el inmunomarcaje de las EVs con las particulas de oro

239



Resultados

de 10 nm en el primer minuto de interaccion. ElI niUmero promedio de nano
particulas que reconocen las EVs interaccionando con las células por pm? fue
de 88.6 £ 2.5.

Figura 4.29.- Estudio de la interaccion de EVs de tripomastigote de T. cruzi con células
Vero a diferentes tiempos observados mediante Microscopia de Barrido (SEM).
Observaciones mediante inmunomarcaje de las EVs de tripomastigote de T. cruzi
interaccionando con las células Vero durante 5 minutos. La deteccion del oro se realizo
mediante el uso de un detector STEM (BF/DF acoplado al equipo. Se utilizd un
inmunosuero de anti T. cruzi (obtenido en rata) diluido 1:50 y como anticuerpo
secundario marcado con oro coloidal Anti-Rat 1gG-Gold (10nm) (Sigma-Aldrich,
G7035) en dilucion 1:50. Las imagenes A, B y C muestran la visualizacion del marcaje
de la interaccion EVs-células con diferentes contrastes (Barra de escala es de 200 nm),
se muestra un zoom de como las particulas de oro aparecen ligadas a microesferas que
corresponderia a las EVs del parésito en los extremos de las proyecciones celulares.

En la figura 4.29, se muestra la interaccion EVs-célula, como se describe en
la leyenda de la imagen, y donde a los 5 minutos el nimero de nano particulas
de oro que se observan sobre la superficie de las células por um? fue de 72.3
+2.5.
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T: 10 min

Figura 4.30.- Estudio de la interaccion de EVs de tripomastigote de T. cruzi con células
Vero a diferentes tiempos observados mediante Microscopia de Barrido (SEM).
Observaciones mediante inmunomarcaje de las EVs de tripomastigote de T. cruzi
interaccionando con las células Vero durante 10 minutos. La deteccion de oro se realiz6
mediante el uso de un detector STEM (BF/DF) acoplado al equipo. Se utiliz6
inmunosuero de anti T. cruzi (obtenido en rata) diluido 1:50 y un anticuerpo secundario
marcado con oro coloidal Anti-Rat 1gG-Gold (10nm) (Sigma-Aldrich, G7035) en
dilucién 1:50. Las iméagenes A, B y C muestran la visualizacion del marcaje de la
interaccion EVs- células en los diferentes contraste (Barra de escala de 200 nm).

En el ultimo tiempo de interaccion (10 minutos) se observan un promedio de
37.6 + 2.1 particulas de oro cuantificadas en la superficie de la célula por pm?
(Figura 4.30).
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Gréfica 4.15.- Cuantificacion de las nanoparticulas de oro coloidal identificando la
interaccion EVs-célula en tiempos de 1, 5y 10 min.

Se utiliz6 un Anti-Rat 1gG-Gold (10nm) (Sigma-Aldrich, G7035) diluido 1/50,
reconociendo los anticuerpos del inmunosuero de T, cruzi (dilucién 1/50). En el eje de
las Y se representa el nimero de particulas por pm2de la superficie celular. (Barra de
error: DS de tres réplicas bioldgicas independientes, al menos 5 células por campo de
vision; valores p. Analisis de varianza: *, P<0.1; **, P<0.01;***, P<0,001).

Los resultados de la grafica 4.15 muestra la cuantificacion de nanoparticulas
de oro por um?, (ventanas de 30 um). Se observa claramente que a medida
que aumentaban los minutos de interaccion de las células Vero con las EVs,
el nimero de nano particula de oro que reconocian el anticuerpo primario T.
cruzi, sobre la superficie celular disminuian, indicando que se estaba
produciendo el proceso de internalizacion de las EVs por parte de las células.

El ensayo fue realizado por triplicado.
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4.5.2: Interaccion EVs de tripomastigotes de T. cruzi con células fagocitica
através de TEM.

A la vista de los datos ya expuestos en esta tesis, en este apartado se presentan
los resultados obtenidos del estudio de la observacion de la interaccion EVs-
célula mediante Microscopia Electrénica de Transmision, que aportan
informacion mas precisa del mecanismo de la interaccion del secretoma
particulado con la célula. Para ello debimos en primer lugar caracterizar el
tamafo de las EVs secretadas por el parasito mediante tincion negativa bajo
microscopia electrénica, asi como corroborar la presencia de proteinas
especificas del parasito que corresponden a marcadores de T. cruzi como las
transialidasas y cruzipaina, mediante ensayos de inmunotransferencia
mostrado en el apartado anterior.

Con el objetivo de demostrar dichos marcadores en la superficie de las EVs,
se realizaron ensayos de inmunomarcaje con oro coloidal del anticuerpo anti-
trans sialidasa (mAb 39) en EVs, sin tratar y tratadas con la enzima proteinasa
K, a fin de denotar su presencia sobre la superficie de las EVs de epimastigotes

y tripomastigotes.
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Figura 4.31.- Visualizacién del inmunomarcaje mediante Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM) de EVs de T. cruzi con el anticuerpo primario Anti- trans-sialidasa
(mAb 39) diluido 1:50 y un anticuerpo secundario marcado con oro coloidal Anti-Mouse
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1gG-Gold (10 nm) (Sigma- Aldrich, 67777) diluido 1:50. (A) EVs de epimastigotes. (B) EVs
de epimastigotes tratadas con proteinasa K. (C) EVs de tripomastigotes. (D) EVs de
tripomastigotes tratadas con proteinasa K. (E) Imagen comparativa de la identificacién
de la trans-sialidasa por Wester blot en EVs de tripomastigotes y epimastigotes de T.
cruzi, (carril 2 y 3) sin tratamiento de proteinasa K y carril (4 y 5) con tratamiento y
densitogramas. (F) Imagen comparativa de la identificacion de la cruzipaina a través de
Western Blot en EVs de tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi, (carril 2 y 3) sin
tratamiento de proteinasa Ky carril (4 y 5) con tratamiento del enzima. (G) Medidas
del tamafio en nm de las EVs nativas y de las tratadas con proteinasa K. Datos de tres
experimentos representativos. (Barra de error: DS de tres réplicas biologicas
independientes; valores p. Analisis de varianza: ns, no significativo, *, P< 0.1; ** P<
0.01;***, P<0,001).

Los resultados muestran la presencia de las transialidasas en las EVSs no
tratadas tanto de epimastigotes (Figura 4.31A) como en las procedentes de
tripomastigotes (Figura 4.31C), ya que conservaron su integridad y forma,
mostrando tamarios y forma caracteristicas (91.21+ 8.59 y 160.59 £ 26.50 nm
respectivamente), si bien en los resultados anteriores, la tincion negativa
mostré una mayor densidad de color, quizas sea consecuencia del efecto
directo sobre los lipidos de la membrada del tetradxido de osmio utilizado para
la tincion.

También se observo que las EVs no tratadas con la enzima proteinasa K
mostraban el inmunomarcaje del anticuerpo anti-trans-sialidasa; mientras que
en las tratadas, tanto de los epimastigotes (Figura 4.31B) como de los
tripomastigotes (Figura 4.31D) mostraron una mayor turgencia con tamafios
de (127.30 £ 19.30 y 173.38 = 48.07 nm respectivamente) y carentes del
inmunomarcaje. El aumento de la turgencia podria deberse a que la enzima al
afectar las proteinas de la membrana afecte indirectamente la rigidez y
elasticidad de la bicapa lipidica que las envuelve.

Las proteinas de superficie (transialidasa) han sido digeridas y por lo tanto no
hay reconocimiento del anticuerpo anti-trans-sialidasa. Es importante resaltar

que las EVs tratados con proteinasa K conservaron una banda de un peso
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molecular aproximado de 75 kDa (Figura 4.31E), posiblemente
correspondiente a un dominio de las transialidasa o bien insertado en la
membrana o de la zona interna del EVs no accesible a la accion proteolitica
de la enzima. La figura 4.31F, muestra el reconocimiento de la cruzipaina a
través de Western blot en EVs tanto de epimastigote como de tripomastigote,
sin embargo en las EVs tratadas con proteinasa K se observa disminucion del
reconocimiento, quizas por las razones antes expuestas. La grafica
representada en la figura 4.31G muestra las diferencia de tamafio en las EVs

nativas y tratadas con proteinasa K con sus significaciones estadisticas.
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Figura 4.32.- Inmunomarcaje de la interaccion EVs-célula durante 1, 5y 10 minutos a
través de TEM. Se utiliz6 EVs de tripomastigote de T. cruzi marcadas con inmunosuero
anti-T. cruzi (elaborado en rata) diluido 1:25 y un anticuerpo secundario Anti -Rat- Gold
con particulas de 18nm (Abcam ab105302) diluido 1:50. (A) El control del experimento
son células sin la presencia de las EVs del parasito. (E) Zoom de las imagenes B, C y D.

Al objeto de visualizar el mecanismo por el que se produce la internalizacion
de las EVs-células RAW 264.7 se fijaron y se procedi6 a llevar a cabo un
estudio mediante TEM. Las células RAW 264.7 son una linea celular de

monocitos / macrofagos derivada de ratones BALB / c. Estas células se
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describen como un modelo apropiado de macrofagos en el que mantienen su
capacidad fagocitica, pinocitosis y fagocitosis. Las ceélulas Raw se
interaccionaron con 30 pL de EVs (0.4 pg/uL) de tripomastigotes de T. cruzi,
durante 1, 5, y 10 minutos como se describe en el apartado de Materiales y
Métodos. Las EVs fueron localizadas médiate inmunoquimica por
inmunomarcaje simple y con un doble anticuerpo.

Los resultados que se muestran en la figura 4.32 donde se utilizé inmunosuero
anti-T. cruzi como anticuerpo primario, y un anticuerpo secundario anti raton
o rata dependiendo del experimento, marcados con particulas de oro de 10 nm.
Se localizaron las EVs de los tripomastigotes en los limites de la membrana
celular desde el primer minuto. A partir del minuto 5 se observan las EVs en
la base de los filopodios o en caveolas que son considerados los principales
puntos por donde se produce la internalizacion de las EVs. En el minuto 10

se observan las EVs ya en el interior de la célula.
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Figura 4.33.- Inmunomarcaje doble de la interaccion EVs-célula durante 1, 5y 10
minutos a través de microscopia TEM. Se utilizaron EVs de T. cruzi, marcadas con un
inmunosuero anti-T. cruzi total (elaborado en rata ) dilucién 1:50 y anti-trans-sialidasa
(mAb- 39) (elaborado en ratdn) diluido 1:50 o. Los anticuerpos secundarios fueron Anti
-Rat- Gold de 18nm (Sigma-Aldrich, 67777) y Anti-Mouse 1gG-Gold de 10 nm (Sigma-
Aldrich, 67777) diluido 1:50. (A) El control del experimento son célula sin interaccionar
con EVs. (E) Zoom de las imagenes B, C y D.

En estos ensayos también se visualizé la interaccion EVs-célula con un doble
marcaje para varios anticuerpos. En la figura 4.33 se utiliz6 un anticuerpo

monoclonal anti-trans -sialidasa (mAb 39) y un inmunosuero anti T. cruzi
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total, reconocidos por particulas de oro coloidal de 10 y 18 nm
respectivamente, al objeto de ver colocalizacion de ambos anticuerpos sobre
la EVs al interaccionar con los macrofagos. En el primer minuto se observaron
las EVs interaccionando tanto con los filopodios de la células como en el
interior del citoplasma celular (Figura 4.33B). A los 5 y 10 minutos se
observan las EVs ya en el interior del macréfago con el doble marcaje (Figura
4.33Cy 4.33D).

Figura 4.34.- Inmunomarcaje doble de la interaccion EVs-célula, durante 1, 5y 10
minutos mediante TEM. Se utiliz6 un anticuerpo anti- T. cruzi, (elaborado en rata)
diluido 1:50 y un anti-clatrina (elaborado en ratén) (Invitrogen, MA1-065) diluido 1:50
y como anticuerpos secundarios se utilizé anti-Rat- Gold de 18nm (Abcam, ab105302)
diluido 1:50 y anti-Mouse 1gG-Gold de 10 nm (Sigma- Aldrich, 67777) diluido 1:50. El
control del experimento son célula sin EVs.
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En la figura 4.34 la interaccion EVs-célula inmunomarcadas con un doble
anticuerpo, se visualizo con anti-clatrina asi como con un inmunosuero anti-
T. cruzi total. La colocalizacion se observé mediante particulas de oro de 10y
18 nm respectivamente de los anticuerpos secundarios. Se pudo identificar
EVs fusionadas con filopodios de la célula en el minuto 1 (Figura 4.34B). En
el minuto 5 se observa un claro mecanismo de captacion de la EVs por el
macréfago por interaccion con una invaginacién de la membrana celular.
Igualmente ya se visualizan EVs en el interior de la célula (Figura 4.34C). En
el minuto 10 se observan las EVs ya en el interior de la célula receptora (Figura
4.34D). No se pudo observar acumulo de particulas de oro de 10 nm
correspondiente a los lugares de presencia de clatrina en las proximidades de
los sitios de contacto y entrada de las EVs.

En la figura 4.35, de igual manera que en la figura anterior, se muestra el
resultado de un doble inmunomarcaje con anti-caveolina y anti-T. cruzi. La
inmunolocalizacion se hizo con particulas de oro del0 y 18 nm ligadas al
anticuerpo secundario.

En el primer minuto de interaccion se observa las EVs internalizandose a
través de los filopodios y formando vacuolas (caveolas) en el interior de la

célula.
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Figura 4.35.-Inmunomarcaje doble de la interaccion EVs-célula, durante 1, 5 y 10
minutos a través de TEM. Se utilizé EVs de tripomastigote de T. cruzi, marcadas con un
inmunosuero anti-T. cruzi (elaborado en rata) diluido 1:50 y anti-caveolina (obtenido en
raton) (Invitrogen MA3-600) diluido 1:50 y como anticuerpos secundarios Anti -Rat-
Gold de 18nm (Abcam, ab105302) diluido 1:50 y anti-Mouse 1gG-Gold de 10 nm (Sigma-
Aldrich, 67777) diluido 1:50. El control del experimento son célula sin EVs.

En los minutos 5 y 10 se visualizan vacuolas con las EVs en su interior. Estos
resultados sefialan una posible participacion directa de los filopodios en la
captacién de las EVs. En algunas de las imagenes se pueden observar
particulas de oro de menor tamafio (10 nm) en las proximidades de los lugares
de la interaccion EVs-membrana celular. Observandose las EVs en el interior
de caveolas, mientras que en otras parecen ser envueltos por proyecciones
celulares que las capturan.

El experimento se realizd por duplicado con sus respectivos controles

negativos (células sin EVSs).
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4.5.3: Inmunolocalizacion y estudio de la interaccion EVs-célula a

través de microscopia laser confocal.

En los experimentos de interaccion EVs- célula se utilizaron exosomas
procedentes de tripomastigotes de T. cruzi. La captacion celular y el trafico
intracelular se visualizO mediante microscopia laser confocal. La via de
captacién de los exosomas probablemente sea especifica del tipo celular y
muy posiblemente del origen de la EVs que interacciona con la célula .

En nuestros ensayos con microscopia confocal se utilizaron células Vero
donde se estudio a nivel celular la entrada de las EVs mediante anticuerpos
que reconocen proteinas asociadas a los microtubulos del citoesqueleto (actina
y tubulina), proteinas ancladas en la membrana celular (clatrina y caveolina)
y mediante Lyso-tracker un colorante acidotropico que tifie los
compartimentos acidos celulares, incluidos los lisosomas y fagolisosomas, lo
que nos permiti6 detectar la actividad lisosomal asociada a vacuolas
fagociticas o autofagia. Mientras que las EVs fueron marcadas con colorantes
lipofilicos de manera que se visualizaran en los diferentes planos de la

microscopia confocal.
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Actina (Faloidina-FITC) EVs de T. cruzi (BODIPY ) Nucleos (DAPI) Merge

Control

Figura 4.36.- Localizacién y captacion de EVs de tripomastigote de T. cruzi por células Vero
durante 1, 5 y 10 minuto a través de microscopia laser confocal. El citoesqueleto de actina se
visualizé con faloidina FITC (verde), las EVs fueron marcadas con Bodipy (rojo) y el ADN de las
células con DAPI (azul). En el solapamiento de los tres canales se observo (Actina+ BODIPY +
DAPI). Como control del ensayo se utilizd células Vero sin EVs. La barra de la escala es de 20
pm.

254



Resultados

Los resultados de la Figura 4.36, muestran no solo la despolimerizacion de los
filamentos de actina, ya descrito por nuestro grupo ((Retana Moreira,
Rodriguez Serrano, and Osuna 2019), sino la interaccion de las EVs de las
formas infectivas del parasito con la célula, pudiéndose visualizar al menos
los agregados de las EVs, gracias a que las EVs fueron marcadas con
colorantes lipofilicos.

A través de este ensayo se pudo apreciar la captacion de las EVs por parte de
las células a medida que pasan los minutos, observandose, en primer lugar, la
interaccion con las membranas y la posterior acumulacién de colorante rojo

en el interior de la célula en las proximidades del nucleo, en el minuto 10.
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Gréfica 4.16.- Cuantificacion de la captacion de EVs en el interior de células Vero ), en
diferentes tiempo de interaccion. El citoesqueleto de actina se visualizé con faloidina FITC
(verde), las EVs fueron marcadas con Bodipy (rojo) y el ADN de las células con DAPI (azul. Las
vesiculas se detectaron como manchas fluorescentes de Bodipy, limitada la visualizacion
por la difraccion de luz. Datos representativos de tres experimentos representativos.
(Barra de error: DS de tres réplicas bioldgicas independientes, al menos 3 células por
campo de vision; valores p. Andlisis de varianza: ns, no significativo, *, P< 0.1; **, P<
0.01;***, P<0,001).
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La Gréafica 4.16, muestra la cuantificacion de EVs captadas por las células
receptoras en los diferentes tiempos de interaccidon. Resultados que contrastan

con los presentados en la Figura 4.37.

Figura 4.37.- Localizacién y captacion de EVs de tripomastigote de T. cruzi por células
Vero a través de microscopia laser confocal. El citoesqueleto de actina se visualizd con
faloidina FITC. Las EVs fueron marcadas con BODIPY (rojo) y el ADN de las células con DAPI
(azul). (A) corresponden 10 minuto, con sus planos proyecciones ortogonales (2D) (B 'y
C). (Dy E), sus planos Z (3D). La barra de la escala es de 20 pm.

En la figura 4.37, se muestra la captacion de EVs por la célula a los 10
minutos con sus proyecciones ortogonales (2D) y planos Z (3D), con la
finalidad de visualizar las EVs ya sea en los bordes de la membrana
plasmatica, interior o area perinuclear de la célula y tener una vision mas clara

de las posibles interacciones con el citoesqueleto de actina.

En la figura 4.38, se observa la distribucion de la 3-tubulina en el citoplasma

celular y la presencia de las EVs del parasito marcadas.
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Tubulina (Alexa Fluor 488) EVs de T. cruzi (BODIPY ) Nucleos (DAPI) Merge

'

Figura 4.38.- Localizacién y captacion de EVs de tripomastigote de T. cruzi por células Vero
durante 1, 5y 10 minutos a través de microscopia laser confocal. La red de tibulos de Tubulina
fue visualizada con un anticuerpo frente a la R-tubulina y reconocido por un anticuerpo
secundario Alexa Fluor 488 (verde), las EVs fueron marcadas con BODIPY (rojo) y el ADN de las
células con DAPI (azul). En el solapamiento de los tres canales o merge se observé (Tubulina +
BODIPY + DAPI). Como control del ensayo se utilizé células Vero sin EVs. La barra de la escala
es de 20 um.

257



Resultados

Se puede apreciar que en los sitios donde estan presentes las vesiculas
marcadas en rojo, aparecen filamentos verdes mas o menos desorganizados y
agrupados, que corresponden a la red de filamentos de la 3-tubulina, sobre
todo, a los 10 min de la interaccion (Figura 4.38C). Se puede observar de igual
manera como las particulas “rojas” de menor tamafio (EVS), que se perciben
en las imagenes y que no pueden observarse con mas nitidez como
consecuencia de que se encuentran en el limite de resolucion de un
microscopio éptico, aparecen siempre asociadas a la red de R-tubulina,
posiblemente porque han migrado asociados a la red de tubulina a través del

citoplasma.
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Graéfica 4.17.- Cuantificacion de la captacion de EVs en el interior de células Vero, en
diferentes tiempo de interaccion. Los microtubulos fueron visualizados con B-tubulina.
Las vesiculas se detectaron como manchas fluorescentes de BODIPY, limitadas por
difraccion de luz. Datos representativos de tres experimentos. (Barra de error: DS de
tres réplicas bioldgicas independientes, al menos 3 células por campo de vision; valores
p. Analisis de varianza: *, P< 0.1; **, P<0.01;***, P<0,001).
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La grafica 4.17, muestra la cuantificacion de EVs captadas por las células en

los diferentes tiempos de interaccion.

Figura 4.39.- Localizacion y captacion de EVs de tripomastigote de T. cruzi por células
Vero a través de microscopia laser confocal. El citoesqueleto se visualizd con un anticuerpo
frente a R-tubulina. Las EVs fueron marcadas con BODIPY (rojo) y el ADN de las células con
DAPI (azul). (A-C) corresponden a 1, 5y 10 minutos, con sus proyecciones ortogonales
(2D). (D) Células a los 10 min de interaccion con EVs con sus proyecciones ortogonales
(2D) y planos Z (3D) (G y H). La barra de la escala es de 20 pm.
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La Figura 4.39, muestra a traves de los planos Z (3D) la posible ubicacion de
las EVs internalizadas. Se ha realizado la visualizacion de las mismas en
diferentes planos Z (5 planos apilados). Estas imagenes muestran como las

nanoparticulas aparecen ligadas e interaccionando con la red de la tubulina.
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Clatrina (Alexa Fluor 594)  EVs de T. cruzi (PKH67 ) Nucleos ( DAPI) Merge

D
Control

Figura 4.40.- Localizacién y captacion de EVs de tripomastigote de T. cruzi por células Vero
durante 1, 5 y 10 minutos a través de microscopia laser confocal. El anticuerpo primario anti-
clatrina fue reconocida por un anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 (rojo), las EVs fueron
marcadas con PKH67 (verde ) y el ADN de las células con DAPI (azul). En el solapamiento de los
tres canales o merge se observé (clatrina+ PKH67+ DAPI). Como control del ensayo se utilizd
células Vero sin EVs. La barra de la escala es de 20 um.
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En la figura 4.40 se observa la presencia de clatrina en las membranas
celulares e implicada en la formacion de vesiculas, participando en los
procesos de endocitosis para el transporte de las particulas endocitadas hasta
el endosoma donde se van a degradar. Distribuida de forma uniforme en el
citoplasma de la célula y probablemente mediando en la endocitosis de las

EVs que fueron internalizada por las células.

T: 10 Min.

T: 10 Min.

Control

Figura 4.41.- Iméagenes de confocal, con el anticuerpo anti-clatrina, visualizado con Alexa Fluor
594. Las EVs estan marcada con PKH67 (verde). Se sefializa la captacion e inmunolocalizacion
de EVs de tripomastigote de T. cruzi por células Vero durante 1, 5y 10 minutos(A-C) a través de
confocal. (D-F) Confocal-DIC o campo claro. (G) Célula control. La barra de escala es de 20
pm.
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En la Figura 4.41, se muestran imagenes comparativas de los puntos de
captacién de EVs por células Vero mediante confocal y campo claro (DIC)
con el anticuerpo anti-clatrina.

Caveolina (Alexa Fluor 647) EVs de T. cruzi (PKH67) Nucleos ( DAPI) Merge

T: 10 min.

Control

Figura 4.42.- Localizacién y captacién de EVs de tripomastigote de T. cruzi por células
Vero durante 1, 5y 10 minutos a través de microscopia laser confocal. El anticuerpo
primario anti caveolina-1 fue reconocida por el anticuerpo secundario Alexa Fluor 647
(rojo), las EVs fueron marcadas con PKH67 (verde) y el ADN de las células con DAPI
(azul). En el solapamiento de los tres canales se observo ( caveolina+ PKH67+ DAPI).
Como control del ensayo se utilizé células Vero sin EVs. La barra de la escala es de 20
pm.
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La figura 4.42, muestra como no es hasta los 10 min de la internalizacion
donde se observa la interaccion caveolina-EVs, apareciendo de color amarillo
producto del solapamiento de las EVsy la caveolina (Figura 4.42C).

En la figura 4.43, se muestran imagenes de la captacion de EVs por células
Vero, mediante confocal con campo claro (DIC), con el anticuerpo anti-

caveolina mostrando los puntos de interaccion con la membrana plasmatica.

Control

Figura 4.43.- Iméagenes de confocal con el anticuerpo anti-caveolina, describiendo la captacion e
inmunolocalizacion de EVs de tripomastigote de T. cruzi por células Vero durante 1, 5y 10
minutos. (A-C) Confocal DIC o campo claro en células Vero, el anti-caveolina fue visualizado con
Alexa Fluor 647 (rojo), las EVs fueron marcadas con PKH67 (verde). (G) Célula control.

La barra de la escala es de 20 um.
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Lysotracker EVs de T. cruzi (PKH67) Nucleos ( DAPI) Merge

T: 10 min.

Control

Figura 4.44.- Localizacion y captacion de EVs de tripomastigote de T. cruzi, por células
Vero durante 1, 5 y 10 minutos (A-C) usando microscopia laser confocal con sonda
fluorescente LysoTracker (rojo). EVs marcadas con PKH67 (verde); ADN de las células
marcado con DAPI (azul). En el solapamiento de los tres canales se observd (Lyso-
tracker + PKH67 + DAPI). (D) Control del ensayo: Células Vero sin EVs. (E) Punto de
solapamiento entre EVsy LysoTracker observado con DIC o campo claro a los 10 min.
(F) Proyecciones ortogonales (2D). (G) Plano Z (3D). La barra de la escala es de 20 pm.
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Para complementar los ensayos anteriores se utilizd LysoTracker®, una sonda
acidotropicas fluorescentes para marcaje y seguimiento de organulos acidos
(lisosomas) en células vivas. Los resultados muestras la presencia de un gran
nimero de vesiculas acidas detectadas por el LysoTracker® al inicio de la
interaccion EVs- célula, indicando mayor actividad de captacion EVs con una
posible movilizacién de los lisosomas marcados que posteriormente se

acumulan en la region perinuclear (Figura 4.44).
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Gréfica 4.18.- Cuantificacion de la captacion de EVs en el interior de células Vero a
través de la sonda LysoTracker, en diferentes tiempo de interaccion. Las vesiculas se
detectaron como manchas fluorescentes de PKH67, limitadas por la difraccion de luz.
Datos representativos de tres experimentos. (Barra de error: SD de tres réplicas
biolégicas independientes, de al menos 3 células por campo de observacion; valores p.
Analisis de varianza: ns, no significativo *, P< 0.1; *** P<0.01).

La gréfica 4.18, muestra la cuantificacion de EVs captadas y vinculadas a los

lisosomas en las células receptoras en los diferentes tiempos de interaccion.
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45.4: Estudio de la interaccion EVs-célula receptora a través de
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM).

Con los resultados que presentamos en este apartado, complementamos los
estudios previos de nuestro grupo de trabajo donde se han descrito las
propiedades nanomecanicas y caracteristicas de tamafio de EVs y de los

inmunocomplejos que los forman a través de AFM.

Con el fin de corroborar los resultados que se han obtenido con otras técnicas,
en el estudio de la interaccion de EVs de tripomastigotes de T. cruzi con
células Vero y la captacion de las mismas por parte de dichas células se empled
AFM.

La utilizacién de la técnica para la obtencion de iméagenes de células presento
dificultades desde el punto de vista técnico, debido a la naturaleza de las
propias muestras y a que inicialmente, tratamos de realizar el experimento in
vivo a pesar de que el microscopio de fuerza atomica requiere que las células
estén fijas en una determinada posicion para que el cantiléver del equipo las
alcance y barra durante el escaneo. Tras intentar otros modos de medida,
optamos por visualizar el contacto de la célula Vero-EVs, usando cantilevers
NSC-14 (K = 5 N-m* y Frecuencia de resonancia = 160 kHz) y usando el
modo PinPoint™ como se ha descrito en Material y Métodos, que fue la clave
para adquirir una topografia de manera reproducible y fiable, ya que se
conserva la estructura e integridad de las células y evitd que éstas se
desprendieran del cubreobjeto, donde fueron adheridas durante los diferentes
tiempos de incubacién con las EVs (5, 7.5 y 10 minutos).
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Para las medidas de las EVs, previa a los experimentos de interaccion células-
EVs, se utilizé el modo de no contacto (NCM) con ventanas de 2x2 um y de

0.5x0.5 um como se describe en Material y métodos.

300-

200+

100+,

Figura 4.45.- Iméagenes de AFM (Z-Height). Células Vero fijada sobre cubreobjetos de

cristal sin EVs (Control del experimento). (B) Zoom de la membrana plasmatica de la
celula.

Como control del experimento, y previo a los estudios de interaccién, con las
células fijadas, se obtuvieron imagenes que muestran las caracteristicas
topograficas y morfoldgicas de las células Vero en su forma nativa (sin EVS),
realizando escaneos de 20x20 um y de 5x5 um (Figura 4.45). Los resultados
muestran células alargadas, con una altura aproximada de 400 nm, bordes

bien definidos, regulares, y sin proyecciones citoplasmaticas.
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Figura 4.46.- Imagenes de AFM (Z- Height). (A) EVs de tripomastigote de T. cruzi Pan4.
(B) (Z-Height) y perfiles de altura para cada una de la EVs. (C) Imagen de amplitud.

De igual manera se observaron EVs depositadas sobre mica, obteniéndose
imagenes de altura de aproximadamente de 30-70 nm, con forma redondeada

y una superficie irregular (Figura 4.46).
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Figura 4.47.- Imagen de AFM (Z-Height). Captacion de EVs por células Vero en los
primero 5 minutos de Interaccion. (A) Célula Vero interaccionando con un agregado
formado por EVs con Zoom y perfil de altura. (B) EVs sobre superficie celular con sus

perfiles de altura.
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Una vez escaneadas las células y EVs por separado con sus respectivas
medidas y caracteristicas descritas se realizaron los experimentos de captacion
de las EVs. Se observo que durante los primeros 5 minutos de interaccion se
produce la formacion de proyecciones de la membrana plasmatica (Figura
4.47A). Asimismo, es resefiable la presencia de EVs en la superficie y en el
borde de la membrana celular (Figura 4.47B), mostrando alteraciones en la
topografia y caracteristicas fisicas de las células como es la presencia de
microproyecciones citoplasmaticas sobre la superficie de la célula, donde se
observan adheridas algunas EVs y donde los perfiles de altura nos permiten

describir EVs de entre 42 y 45 nm de altura (linea roja y verde).
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Figura 4.48.- Imagen de AFM (Z-Height). Captacion de EVs por células Vero en los
primero 5 minutos de interaccion. (A) Agregados de EVs que no han interaccionado con
la célula con sus perfiles de altura. (B y C) EVs adheridas a las proyecciones
citoplasmaticas o en contacto con la membrana con sus perfiles de altura.
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La figura 4.48 muestra diferentes areas de la célula interaccionando con EVs
con tamafios aproximados entre 29-91 nm (ver perfil de altura). Sin embargo
en la figura 4.48C, se observa EVs interaccionando con la membrana
plasmatica (perfiles de altura de 31 y 47 nm), rodeadas por proyecciones o

filopodios en una posible endocitosis.
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Figura 4.49.- Imagenes de AFM (Z-Height). Captaciéon de EVs por células Vero durante 7.5
minutos de Interaccion. (A) Célula Vero interaccionando con EVs y zoom de EVs internas
englobadas y cubiertas por la membrana plasmatica, con perfiles de altura. (B) Célula con EVs
localizadas en el borde interno de la membrana plasmatica y zoom de EVs captadas con perfiles

de altura.
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Sin embargo, en la figura 4.49, se presentan los resultados de dos células
captando EVs a los 7.5 minutos, con proyecciones y elevacion de volumen
causado por EVs posiblemente ya en su interior. EI zoom de la figura 4.49A,
muestra EVs con alturas entre 418 nm 'y 425 nm (ver perfiles de altura linea
roja y verde) muy superiores a las descritas antes, posiblemente debido a que
en este barrido, a los 7.5 min de incubacion en el experimento, las EVs ya se
encuentran envueltas por la membrana celular, aumentando sus dimensiones
reales. Del mismo modo, la figura 4.49B, muestra un tamafio de EVs superior
al medido antes del experimento de interaccion y que se encuadra en valores
entre 124 y 153 nm (lineas roja y verde). Si bien es cierto que son medidas
mucho mas discretas que las anteriores, podriamos sugerir que en este caso las
EVs estan en el borde de la célula y que el proceso de internalizacion no se

haya completado.
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Figura 4.50.- Imagenes de AFM (Z-Height). Captacién de EVs por células Vero durante
10 minutos de Interaccion. (A) Célula Vero interaccionando con EVs. (B) Zoom de
filopodio de la célula con EVs internas y perfiles de altura. (C) Zoom de borde de la
membrana plasmaética con EVs internas y perfiles de altura.
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La figura 4.50, se corresponde con la Gltima etapa del ensayo de captacion de
EVs por células Vero, mostrando los resultados tras 10 minutos de interaccion
entre ambas. Del mismo modo que en las imagenes correspondientes a la
interaccion a los 7.5 min, podemos observar células con proyecciones o
filopodios a través de los cuales se internalizan las EVs. Los perfiles de altura
muestran nuevamente valores superiores a los de las EVs, quizas por las
razones que argumentamos anteriormente. En ambos casos, las EVs aln
mantienen su forma y se distinguen claramente del resto del contenido celular
(Figura 4.50B y Figura 4.50C).

4.5.5. Estudio del reconocimiento molecular a través de AFM.

Con el objetivo de complementar los estudios de interaccion célula-EVs se
realizaron ensayos de reconocimiento molecular, que determinan la
compatibilidad entre moléculas y predicen interacciones entre ellas para
validar y complementar los resultados hasta ahora obtenidos. Dichos
experimentos consistieron en acercar una molécula (anticuerpo anti-trans
sialidasa) unida a través de un linker a la punta de AFM hasta la superficie de
otra molécula fijada sobre el sustrato mica (exosomas) y observar las curvas
F-d durante el barrido para ver si se producen signos de la interaccion entre
ambas. Para comprender e interpretar los resultados de dicho reconocimiento

se muestra la gréfica F-d (Grafica 4.19).
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Force Force

Distance Distance

Gréfica 4.19.- Gréfica F-d resultado de la interaccion punta-muestra (izquierda).
Gréfica F-d resultado de un proceso de reconocimiento molecular visualizando la
interaccion entre dos moléculas.

Para este estudio, se obtuvo un gran nimero de curvas de Fuerza (nN)-Z Altura
(nm) (una curva por cada pixel en la imagen escaneada de 256x256 pixeles)
para la interaccion entre la punta funcionalizada con anticuerpo anti-trans-
sialidasa y EVs de tripomastigotes de T. cruzi depositadas en la superficie de
una mica (ver capitulo Materiales y Métodos, apartado 3.7.3.4.2). Se utilizaron
cantilevers NSC-36 de los que se han usado las puntas A y C: punta A: K=
IN-m™y f=90 kHz; punta C: K= 0.6N-m™y =65 kHz.

Las EVs de T. cruzi, utilizadas en estos experimentos tienen una gran cantidad
de proteinas en su superficie que le permite interaccionar con una serie de
receptores y moléculas de adhesion e interaccion huésped -parésito, como es
el caso del anticuerpo anti-trans sialidasa (mADb-39). Al eliminar estas
proteinas con el tratamiento con la enzima proteinasa K se pierden esos puntos

de unién y reconocimientos con otras moléculas.
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Figura 4.51.- Curvas de fuerza distancia (F-d) de retraccidn representativas entre (A)
EVs de tripomastigotes de T. cruzi Pan4 y anticuerpos anti-trans sialidasa utilizando
puntas funcionalizadas con proteina A; (B) EVs vy anticuerpos anti-trans sialidasa
utilizando puntas funcionalizadas sin proteina A;(C) EVs después del tratamiento con
proteinasa K y anticuerpos anti trans sialidasa y (D) Inmunocomplejo (EVs y
anticuerpos anti Transialidasa) y anticuerpos anti-trans sialidasa.

En la Figura 4.51, se muestran las curvas fuerza distancia (F_D) como
resultado de la interacciéon de las puntas funcionalizadas con tres tipos de
muestras: exosomas, exosomas tratados con proteinasa K e inmunocomplejos.
La gréfica A de la figura 4.51, muestra los resultados del experimento de
reconocimiento molecular entre la punta funcionalizada con proteina A para
dirigir la union del anticuerpo anti- transialidasa que posteriormente interviene
en el reconocimiento de EVs depositadas sobre mica e interacciona con ellas.
Las curvas F_D extraidas de dichas interacciones muestran saltos de adhesion

e interaccion entre ambas moléculas desde 0.88 nm en adelante. Son varios
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saltos sucesivos de altura aproximada 1nN o inferior que nos permiten afirmar
gue existe un proceso de reconocimiento molecular entre ambas.

La grafica B presenta la misma union pero sin proteina A. de manera que la
curva F_D presenta saltos mas marcados localizados a 0.99, 1.01 y 1.00 nm
para las graficas roja, azul y verde, respectivamente. La fuerza
correspondiente a estas tres interacciones visualizadas es de 1-2 nN. A pesar
de que la interaccion anticuerpo-exosoma es la misma que visualizamos en las
gréficas A, de ello se podria deducir que la ausencia de proteina A produce
una mayor fuerza en el acoplamiento entre el anticuerpo y las EVs.

Por otro lado, se han intentado reproducir los mismos procesos de
reconocimiento molecular entre EVs tratadas con proteinasa K y el anticuerpo
anti-trans sialidasa unido a la punta de AFM. En este caso, la grafica C muestra
curvas F_D en las que no se visualiza la interaccion o reconocimiento
molecular exosoma-anticuerpo. Como podemos observar, no existen saltos de
adhesion maés allad del salto producido al no contacto de la punta,
probablemente por la pérdida de proteinas en la membrana externa de las
EVs, lo que disminuye o evita el acoplamiento entre el anticuerpo y los
receptores 0 moléculas de reconocimiento que convierten esta parte del
experimento en control negativo del mismo.

Por dltimo, se intentdé comprobar el resultado de los experimentos de
interaccion entre el mismo anticuerpo anti-trans-sialidasa con
inmunocomplejos previamente formados y fijados depositados sobre mica
que, sustituirian a las EVs de los tres experimentos anteriores (Grafica D). Los
inmunocomplejos estudiados en estos ensayos, son el resultado de la union
EVs-anticuerpo anti-TS, aunque desconocemos si toda la superficie de la EVs
se haya cubierta por dichos anticuerpos, de manera que no exista posibilidad
alguna de union al antigeno (EVSs) que acercamos con la punta del AFM
funcionalizada o, si por el contrario, cabe la posibilidad de encontrar huecos
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en la superficie que den lugar al proceso de interaccion entre ambos. Ademas,
si la union anticuerpo-exosoma fuese un equilibrio dindmico también nos
abriria la puerta a encontrar procesos de reconocimiento molecular entre el
anticuerpo anti-trans sialidasa y el inmunocomplejo previamente formado y
fijado.

La grafica D muestra el resultado de estos experimentos en los que no se
visualizan saltos de adhesion correspondientes al proceso de interaccion entre
ambas moléculas. Si bien es cierto que tras el salto al no contacto se observan
algunas interacciones muy débiles (0.1 nN) entre 1.98 y 2.01 nm, por la
intensidad de los mismos, podemos considerar que no es suficiente para
afirmar que existan procesos de reconocimiento molecular entre el

inmunocomplejo y el anticuerpo.

La Figura 4.52, muestra la Fuerza Maxima de adhesion (A) y el Trabajo de
Adhesion (B), para todos los experimentos realizados. En ella se observa una
menor adhesion para los exosomas, usando una punta funcionalizada con

proteina A que cuando se usO una punta funcionalizada sin proteina A.
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Figura 4.52.- Valores medios de la fuerza maxima de adhesiéon (A) y del trabajo de
adhesion (B), respectivamente. El andlisis estadistico se realizé utilizando analisis de
varianza (Barra de error: DS de tres réplicas bioldgicas independientes, valores p, ns:
No significativo, *, P< 0.1; **, P<0.01;***, P<0,001).

También se observé una baja adhesién entre los exosomas tratados con
proteinasa K y el inmunocomplejo fijo en los experimentos de control
presentados. Por el contrario, la presencia de esas proteinas provocé un mayor
trabajo de adhesién entre exosomas y punta funcionalizada con o sin proteina
(Figura 4.52B), sugiriendo que la adhesién estd dominada por enlaces con

proteinas.
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5. Discusién

Actualmente la tripanosomiasis americana, conocida popularmente como
enfermedad de Chagas (EC), es considerada la enfermedad parasitaria mas
importante de América Latina y una de las enfermedades desatendidas mas
comunes en todo el planeta. EI nimero estimado de pacientes infectados con
T. cruzi es de 6 a 8 millones, 120 millones de personas estan en riesgo de
infeccion y causa mas de 2,000 muertes cada afio (Coura and Vias 2010; Dias,
Silveira, and Schofield 2002). La aparicion de EC en regiones no endémicas
genera una nueva realidad epidemioldgica, ya que los movimientos
migratorios han hecho que una enfermedad autdctona del Continente
Americano, se haya convertido en un problema de salud global (Schmunis
and Yadon 2010).

En el Continente Europeo se estima que pueden existir entre 100,000 y
200,000 casos. Los paises méas afectados son aquellos con una mayor
presencia de poblacion migrante, Espafia con aproximadamente 68,000 casos
y en menor cantidad Italia, Francia, Suiza, Suecia y Reino Unido, (Requena-
Méndez et al. 2014).

En el caso concreto de mi pais de origen, Panama4, las primeras investigaciones
de laEC iniciaron en 1930 con la descripcion de 3 casos clinicos (Miller 1931).
Posteriormente se realizaron algunos estudios epidemioldgicos y pruebas
inmunoldgicas que rednen los primeros datos sobre la incidencia del parasito
en algunas areas endémicas del pais (Johnson and Kelser 1937). No es hasta
los estudios del Dr. Sousa cuando se comprende mejor la ecologia y biologia
de vectores y reservorios, y se desarrollan métodos para el diagnéstico de la
infeccion por T. cruzi, permitiendo determinar la incidencia y distribucion de

la EC en areas endémicas del Pais (Sousa 1972; Sousa and Johnson 1971). En
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los ultimos afios algunos investigadores han hecho valiosas aportaciones que
han permitido conocer aspectos eco-epidemiologicos de los ciclos de
transmision, taxonomia de los vectores, reservorios, dinamica de la patologia
chagasica en Panama y tratamiento, identificando nuevos focos endémicos de
la enfermedad (Blandon 1969; Brandao et al. 2008; Calzada et al. 2010;
Saldafa et al. 2012; Saldarfia, Sousa, and Orn 1995).

En 2010, el Departamento de Control de Vectores del Ministerio de Salud de
Panaméa informd la presencia de los dos vectores principales de la EC
(Rhodnius pallescens y Triatoma dimidiata), y se diagnosticaron los
primeros casos de EC en la comunidad de Chararé. Sin embargo, la
tipificacion genética de T. cruzi circulante en la zona no se habian estudiado
hasta ahora.

La comunidad de Chararé, se localiza en una zona montafiosa remota de dificil
acceso en donde, ademas del bajo nivel socioecondmico de sus habitantes, se
encuentran caracteristicas eco-epidemioldgicos favorables para la transmision
de multiples patdgenos, entre ellos T. cruzi (Tabla 4.1)(Calzada et al.
2010).

Desde la introduccion de la primera prueba seroldgica para la enfermedad de
Chagas en 1913, hasta nuestros dias no se cuenta con un estandar de oro para
el diagndstico de la EC. La ausencia de un método serolégico 100% confiable
ha llevado a que la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) considere
necesaria la deteccidn de anticuerpos anti-T. cruzi con al menos dos técnicas
seroldgicas diferentes (Caballero et al. 2007) y usando de ser posible antigenos
provenientes de dos areas geograficas americanas diferentes.

En este sentido, en la presente Tesis Doctoral se ha confirmado la presencia
de anticuerpos anti-T. cruzi en las diferentes muestras obtenidas de los

pacientes chagasicos crénicos de Panama mediante pruebas comerciales como
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ELISA recombinante Chagatest, (Wiener Lab, Argentina), pruebas rapidas
inmunocromatograficas (SD Bioline Chagas AB (Abbott, Alemania)) y como
ensayo complementario, una prueba de inmunotransferencia de un aislado de
T. cruzi de Panama, siguiendo la metodologia descrita por Saldafia y
colaboradores (Saldafia et al. 1995).

Los resultados obtenidos (Tabla 4.4), sugieren la existencia de una alta
prevalencia de infeccion chagasica en esta zona rural de Panamd, en
comparacion con los porcentajes encontrados en estudios recientes en otras
areas endémicas, donde se demostraron menor sero prevalencias (Calzada et
al. 2010).

Sin embargo, esta alta frecuencia de infeccién chagasica encontrada es
consistente con estudios seroepidemioldgicos llevados a cabo en otras
regiones cercanas. Como describe Anez y colaboradores (2004), las regiones
rurales de Venezuela llegan a tener una seropositividad del 56,8%, o como en
la region de Arauca en Colombia, donde el 21,6% de los nifios de 0 a 14 afios
eran positivos a la infeccion (Anez et al. 2004; Guhl 2007; Olivera et al. 2019).
De los datos de PCR positivos, se puede deducir que las muestras de sangre
analizadas de los pacientes cronicos deben presentan formas sanguineas
circulantes del parésito tanto tripomastigotes o como formas amastigotas
resultantes de la ruptura de células infectadas, o por la existencia de
contaminacion de ADN del Kinetoplasto del parasito debido a la destruccion
de las formas del mismo y la consiguiente liberacién del KDNA.

Entre los pacientes seropositivos diagnosticados en hospitales urbanos
(ensayo ARCHITECT System Chagas), el 71,42% (20/28) presentaban un
perfil clinico con cardiopatia evidenciada por ecocardiograma y radiografia de
torax, donde los datos de los pacientes de la comunidad rural endémica fueron

remitidos a los servicios de salud para su evaluacién clinica después del

287



Discusion

diagnostico seroldgico. Encontrandose 30/53 (56.6%) de pacientes
considerados como chagésicos asintomaticos (Tabla 4.3).

En algunas muestras en las que las pruebas serologicas mostraron
discrepancias en los resultados de positividad, la verificacion por PCR de la
presencia de KDNA confirmd la infeccién. Por lo tanto, esta técnica se debe
incorporar en la confirmacion del diagnostico de la infeccion por T. cruzi.

Al objeto de explicar las diferencias existentes entre los distintos aislados,
concernientes a infectividad, resistencia a farmacos, mayor o menor
predileccion del tipo celular infectado y patogenia. En
la actualidad, T. cruzi se divide en siete unidades discretas de tipificacion
(UDT), Tcl-TcVI y Tcbat. Hoy dia existe muchas controversias entre el
genotipo de T. cruzi y las manifestaciones de la enfermedad de Chagas. La
informacion disponible sugiere que las cepas de pardsitos detectadas en
pacientes, independientemente de la presentacion clinica, reflejan la principal
UDT que circula en los ciclos de transmision domeéstica de una region en
particular (Zingales 2018).

En esta Tesis, se presentan los resultados de nuestras investigaciones
relacionados a los UDT circulantes en Panama, que como pais
centroamericano y area endémica para la EC, presenta caracteristicas
particulares en cuanto a eco-epidemiologia y patologia chagasica (Blandon
1969; Sousa 1971). Las variantes genéticas de T. cruzi circulante en vectores
y pacientes agudos se han investigado parcialmente en Panama (Saldafia et al.
2012; Samudio et al. 2007). Sin embargo, en estos estudios preliminares,
solamente se detectd T. cruzi Tcl (Brandao et al. 2008; Sousa et al. 2006), asi
como la tipificacion de un aislado de T. cruzi de una zona rural que
correspondia a la comarca de Arraijan (Cura et al. 2010). En Panama,

nuestros resultados representan es el primer estudio, dirigido a la
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identificacion de UDT de T. cruzi en muestras de sangre de pacientes
panamefios. Esto hallazgos reflejan la diversidad genética de los paréasitos, en
infecciones naturales sin necesidad de su aislamiento o expansion, situacién
particularmente dificil en pacientes crénicos con muy bajas parasitemia
(Sousa 1971; Sousa et al. 2006). Ademas, la genotipificacion de aislados de
parasitos cultivados puede conducir a una identificacion erronea de genotipos
menores en infecciones mixtas, ya que es mas probable que las poblaciones
que crecen a una tasa mayor sean las detectables mediante los métodos de
tipificacion disponibles.

Aunque la informacion sobre la distribucién de UDT en diferentes areas
geograficas estd aumentando, la asociaciéon confirmada con las
manifestaciones clinicas y la epidemiologia de la EC es limitada. Con la
aparicion de nuevos focos de la EC en Panama, es relevante proponer estudios
ecologicos de T. cruzi en esta region del pais con el objetivo de mejorar las
medidas de vigilancia y control.

Uno de los objetivos de esta investigacion, fue la identificacion directa de
UDT de T. cruzi en muestras de sangre de pacientes chagasicos cronicos
residentes en Chararé, una comunidad rural altamente endémica de Las
Margaritas, distrito de Chepo, provincia de Panamd, y compararlas con las
UDT detectadas en pacientes con enfermedad de Chagas en el area
metropolitana de la ciudad de Panama, poblacidn representativa de infectados

por T. cruzi de las principales regiones endémicas del pais.

En Panama solo se habia reportado la presencia de UDT1 por Sousa y
colaboradores (2006), pero en este trabajo se han identificado cambios en las
variantes circulantes de T. cruzi tanto de la poblacion, como vectores y

reservorios (Tabla 4.4).
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Las manifestaciones clinicas de la infeccion chagasica en Panama son
principalmente cardiacas durante las fases aguda y cronica de la enfermedad,
sin evidencia de que la forma digestiva se desarrolle durante las tltimas etapas

de la infeccion (Sousa and Dawson 1976).

El patron de la EC en Panama parece ser similar al de otras regiones como
Venezuela, Colombia u otros paises de Centroamérica, donde predominan las
manifestaciones cardiacas (Coura et al. 1999; Cura et al. 2010; Ruiz-Sanchez
et al. 2005). En este sentido, y en base a las diversas condiciones ecoldgicas
existentes en Panam4, es probable que, como en otras regiones del norte de
Sudamérica, estén en circulacion UDT distintas de Tcl, tanto en vectores como
en reservorios. Las condiciones eco-epidemioldgicas, no del todo conocidas
en esta region, podrian explicar la existencia de diferentes UDT. La
importacion de animales infectados, o la llegada de vectores foraneos son

mucho mas complejas, ya que la zona es remota y de dificil acceso.

Un estudio en Colombia (Panesso-Gomez et al. 2018) detectd la presencia de
acalasia esofagica asociada a la EC, inducida por Tcl, presente en pacientes
diagnosticados de esta patologia. Por otro lado, en Colombia, se han notificado
pacientes chagasicos con afectacion cardiaca y gastrointestinal mixta. La
genotipificacion de las muestras de tejido mostro tanto Tcl en el es6fago
afectado como Tcll en las muestras de corazon (Mantilla et al. 2010). De
manera similar, se han informado infecciones mixtas en insectos que
involucran diferentes UDT (UDT II, Il y IV) (Carrasco et al. 2012). Aunque
en Colombia se ha descrito UDT | en la mayoria de los pacientes, insectos
vectores y reservorios, también se ha descrito la existencia de cepas de UDTII
en pacientes chagasicos cronicos (Mantilla et al. 2010). Asimismo, en

Venezuela, en ecotopos similares a los evaluados en Panama, se han detectado
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infecciones humanas causadas por cepas Tcl y Tcll e infecciones mixtas en
tejido cardiaco con cepas UDT I, I, 111 y IV (Carrasco et al. 2012; Dario et al.
2016).

Estudios similares sugieren que las poblaciones de T. cruzi genéticamente
relacionadas existen posiblemente en las mismas areas geograficas o
adyacentes y podrian estar involucradas en la determinacion del desarrollo de
la misma forma clinica de la enfermedad. Un estudio realizado por Vago y
colaboradores (2,000), encontré cepas multiclonales en el corazon y el es6fago
de pacientes infectados, evidenciando los primeros datos de un posible
tropismo tisular diferencial humano (Vago et al. 2000). En nuestro estudio
observamos tres pacientes con infecciones mixtas (casos 31, 33 y 36) (Tabla
4.3), dos de los cuales (casos 31 y 36) tenian manifestaciones cardiacas
mientras que el otro paciente (caso 33) era asintomatico. El caso 33
correspondia a una paciente de 14 afos, por lo que no se puede descartar la
posibilidad de desarrollar enfermedad cardiaca en un futuro en ausencia de
tratamiento. Por otro lado, teniendo en cuenta la hipétesis del histotropismo,
no podemos descartar que los otros pacientes estudiados (48) alberguen
genotipos diferentes al Tc I, que no se pudieron detectar en sangre periférica
en las muestras tomadas. El seguimiento de los pacientes que residen en esta
localidad, y especialmente de los pacientes pertenecientes a las familias que
presentan infecciones mixtas, seria de gran interés para conocer si otros
genotipos distintos al Tcl pueden surgir en diferentes periodos de vida a lo
largo de la historia natural de su infeccidn cronica (Ledezma et al. 2020).

Investigaciones realizadas en el Gran Chaco, Argentina, revelaron infecciones
mixtas de TcV / TcVI en humanos y Tcl / TcVI en céanidos de areas rurales,
demostrando asociaciones significativas entre TcV con humanos y TcVI con
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perros. También encontraron Tclll, Tcl y TcV en perros y describieron por
primera vez Tclll en humanos en esta area, lo que sugiere que hay contacto
con mamiferos salvajes o que Tc Il puede estar involucrado en un ciclo

doméstico (Monje-Rumi et al. 2015).

En consecuencia, los estudios experimentales realizados en perros con T.
cruzi Y (Tc 1) o Col (Tcl) han demostrado que la infeccion por T. cruzi puede
ser causada por diferentes cepas y de diferentes UDT que favorecen formas
clinicas variables en la EC cronica, por lo que se puede evaluar la respuesta
inmune y las lesiones cardiacas. La cepa Col (Tcl) escapa a la respuesta
inmune aguda del huésped, pasa desapercibida para las células mononucleares
de sangre periférica, por lo tanto, parasita los 6rganos mas rapidamente. Por
el contrario, la cepa Y (Tcll), inicia la respuesta inmunitaria especifica en la
fase aguda, lo que ayuda a controlar la lesion miocéardica en la fase cronica
temprana (Duz et al. 2014). De manera similar, los estudios experimentales en
ratones se refieren a la heterogeneidad de la EC desde diversos aspectos como
dafio orgénico, tropismo parasitario, respuesta inmune, fase de infeccion y
cepa (Sales-Campos et al. 2014, 2015; Santi-Rocca et al. 2017).

Los estudios realizados por Minning y colaboradores (Minning et al. 2011),
usando “microarrays” para el analisis comparativo de genomas de poblaciones
de parasitos cultivados, han revelado que hay mucha méas diversidad
genotipica entre parasitos de T. cruzi que no se pueden entender utilizando
métodos de genotipaje tradicionales. En particular, dentro de Tc I, los
resultados de tipificacion, junto con estudios basados en analisis de
microsatélites de cepas de Tc I, indican que hay sustancialmente mas
diversidad genética entre las cepas de Tc | que entre otras UDT (Llewellyn et

al. 2009). En consecuencia, se necesitarian mas investigaciones sobre
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aislamientos de Panama para afirmar la variabilidad intra-UDT de los

genotipos de Tc I circulantes y sus posibles ciclos de transmision.

Tomando en cuenta que la reproduccion de T. cruzi es principalmente clonal,
con eventos ocasionales de intercambio genético que conducen a la aparicion
de genotipos hibridos, con notable heterogeneidad genética, T. cruzi podria
explicar parcialmente su amplia gama de caracteristicas biologicas,
caracteristicas eco-epidemiolégicas y el amplio espectro de manifestaciones
clinicas de la EC (Zingales et al. 2012).

Actualmente, no se ha observado una correlacion clara entre la reactividad de
las pruebas de serodiagnéstico y la diversidad molecular de T. cruzi. En
cambio, las discrepancias entre la sensibilidad de las pruebas serologicas
pueden reflejar respuestas inmunitarias adaptativas a los antigenos del paréasito
(Martin et al. 2014).

El diagnostico se basa en la deteccion serologica de anticuerpos anti- T. cruzi,
utilizando pruebas seroldgicas convencionales, como inmunoensayos ligados
a enzimas (ELISA), ensayos de inmunofluorescencia (IFA) e
inmunotransferencia. Estas pruebas detectan anticuerpos contra lisados de
parasitos completos, antigenos excretados / secretados por tripomastigotes
(TESA) o proteinas recombinantes. La OMS, recomienda resultados positivos
de dos ensayos serolégicos distintos para confirmar un diagnostico
de infeccion por T. cruzi, tal cual como hemos mostrado en nuestra
investigacion (Tabla 4.4). Ninguna prueba serolégica para la EC tiene
suficiente sensibilidad y especificidad para usarse sola; un diagnostico
confirmado se basa en resultados concordantes en al menos dos pruebas que
utilizan diferentes antigenos y / o formatos (Afonso, Ebell, and Tarleton 2012).

Existe evidencia de que la sensibilidad de los ensayos seroldgicos puede
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diferir segun la fuente geogréafica de las muestras. Estudios en esta direccion,
han descrito como dos pruebas de diagnostico rapido diferentes, mostraron
sensibilidades de 87,5% y 90% en muestras de Bolivia en comparacion con
30% y 54% con las de Pert (Verani et al. 2009). Las muestras utilizadas para
la evaluacion seroldgica con pruebas rapidas coincidieron por triplicado con
ELISA comercial, IFA y ensayos de radioinmunoprecipitacion (RIPA) y, por
lo tanto, pueden representar una sobreestimacion de la sensibilidad de las
pruebas evaluadas (Afonso et al. 2012). También se ha observado una menor
sensibilidad para algunos ensayos en muestras de Panaméa (Caballero E. et al.
2019; Umezawa et al. 2004) y México (Padilla-Raygoza et al. 2008). Estas
diferencias pueden ser causadas por variaciones en las cepas de T. cruzi que
habitan en estos diferentes rangos geograficos, ya que la variacion antigénica
entre cepas o la infectividad de las cepas pueden alterar la calidad o cantidad
de la respuesta de anticuerpos, lo que lleva a sensibilidades diferentes a las

pruebas de serodiagndstico (Martin et al. 2014).

En este contexto a través de los afios se han utilizado un gran nimero de
preparaciones antigénicas para el serodiagnéstico de la infeccion por T. cruzi
(Kesper N. et al. 2000; Umezawa, Nascimento, and Stolf 2001). De ellas los
antigenos excretores-secretores de tripomastigotes de T. cruzi (TESA) parecen
proporcionar una buena sensibilidad y especificidad como reactivos para el
diagndstico de la EC. Dentro de estos componentes se encuentran las
transialidasas secretadas al medio de cultivo (Umezawa et al. 1996).

En nuestra investigacion se utilizaron tres pruebas seroldgicas diferentes con
antigenos recombinantes para las formas tripomastigote y epimastigote del
pardsito, mostrando una seroreactividad de 50 % (53/106) (Tabla 4.4).
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Como se ha indicado previamente, para el diagnostico de infecciones cronicas
se prefieren pruebas seroldgicas que utilicen antigenos derivados de los
parasitos, proteinas recombinantes o péptidos sintéticos (Bautista-L6pez et al.
2017).

Debido a la heterogeneidad y diferente especificidad descrita para las pruebas
comerciales en el diagnostico de la EC, junto al analisis de los sueros con las
tres pruebas recomendadas por la OPS, evaluamos los titulos de anticuerpos.
Dichos anticuerpos se enfrentaron a extractos del parésito, asi como a los
componentes antigénicos de los inmunocomplejos (IC) de los sueros
chagasicos, formados por exovesiculas ligadas a inmunoglobulinas del
paciente (Diaz Lozano et al. 2017), tras la disociacion de EVs de anticuerpos,
mediante ensayos de ELISA y Western blot. Los resultados presentados en el
apartado 4.1.6, indican que los sueros de los pacientes chagasicos crénicos
tienen una mayor reactividad a las proteinas totales procedentes de los
extractos del parésito, asi como a los antigenos procedentes, ya sea de los IC
circulantes o de las EVs de las formas tripomastigote de T. cruzi, que con los
antigenos de las pruebas comerciales empleadas (Graficas 4.1, 4.2 'y 4.3).
Estudios previos de nuestro grupo de investigacion han descrito en EVs de T.
cruzi la presencia de diferentes proteinas, incluida la familia de proteinas
multigénicas MASP (Diaz Lozano et al. 2017).

De igual forma en este mismo articulo se demostré la presencia de IC
circulantes es los sueros de los pacientes donde estan presentes EVSs con
antigenos especificos del parasito. Dichos IC, contienen los epitopos del
péptido sefial de las MASP, un péptido comun en todas las proteinas MASP
inmaduras y que aparece tanto en pacientes asintomaticos, como con
manifestaciones cronicas (cardiacas y digestivas). Las MASP constituyen una

familia multigénica con mas de 3000 genes especifica de T. cruzi y carente de
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ort6logos incluso en otros trypanosomatidos (De Pablos et al. 2016a). Por otra
parte las EVs del parasito purificadas y el peptido sefial de las MASP al igual
que el péptido C terminal de dichas proteinas inhiben la accion del
complemento (De Pablos et al. 2016a). Dichos antigenos son detectables en
las EVs del parasito por parte de los sueros de pacientes con patologias
digestivas por T. cruzi. Las EVs del parésito llevan proteinas inmaduras
especificas del parésito, aun no procesadas quizas como consecuencia del
estrés en el aparato de Golgi. Estas EVs pueden ser reconocidas por los sueros
de los pacientes, las cuales podrian usarse en el diagndstico y pronostico del
desarrollo de las patologias digestivas de la EC (Diaz Lozano et al. 2017).

En nuestros ensayos, se emplearon IC circulantes de sueros de pacientes con
manifestaciones clinicas principalmente cardiacas o indeterminados, todos en
fase cronica de la enfermedad (Tabla 4.2 y Tabla 4.3). Los sueros procedian
de 23 enfermos con diferente situacion diagndstica, que variaban desde
pacientes claramente positivos a sueros que fueron ELISA, Western blot y
técnicas inmunocromatogréaficas negativas. En todos ellos, cuando se aislaron
los IC de los sueros y se enfrentaron al suero anti-T. cruzi, reconocieron
antigenos del parasito en dichos IC formados por las EVs. Estos resultados
mostraron una elevada respuesta a los antigenos de las EVs, lo que puede
constituir un método de diagndstico en aquellos casos donde los métodos
tradicionales no son capaces de demostrar la parasitacion por T. cruzi.

De igual forma se pudo comprobar como los anticuerpos de los pacientes
chagasicos cronicos, reconocian a los antigenos presentes en las EVs liberadas
“in vitro” por las formas tripomastigotes de T. cruzi (Figura 4.6). En este
sentido ambas formas de deteccion, ya sea través de los antigenos de los IC
circulantes del suero de los pacientes, formados por las EVs o los antigenos

de las EVs liberadas por las formas del paréasito, podrian contribuir a un
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diagnostico inmunoldgico en la EC y en especial en aquellos casos en donde

con otras pruebas se obtengan resultados dudosos.

El estudio de la diferente respuesta inmune del hospedador y en particular la
respuesta de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas (Igs) ha sido
considerado como un posible marcador de eliminacion de los parasitos
sanguineos y o de la progresion de la patologia de la EC.

Asi (Brodskyn et al. 1989), llevaron a cabo una transferencia pasiva de suero
inmune a ratones infectados y con parasitemia de tripomastigotes circulantes
sanguineos, dicha transferencia condujo a la eliminacion rapida de los
parésitos circulantes. La inoculacion de las fracciones IgG1 e 1gG2 acarreo la
eliminacion de los parasitos. Concluyendo que el “aclaramiento” inmune de
T. cruzi se debe, en opinion de estos autores, al isotipo IgG y particularmente
en la subclase 1gG2.

Por otra parte (Spinella, Liegeard, and Hontebeyrie-Joskowicz 1992) llevaron
a cabo estudios en ratones infectados y estudiaron el perfil de reconocimiento
por parte de los diferentes isotipos de 1gGs, a fin de poder detectar antigenos
especificos ligados a los diferentes isotipos. Los resultados obtenidos indican,
que los niveles de la subclase anti-T. cruzi IgG1, podrian ser considerados en
la busqueda de biomarcadores prometedores para predecir la gravedad de la
miocardiopatia cronica por EC.

Otros autores (Georg et al. 2017), encontraron una correlacion inversa entre
los titulos de IgGl anti-T. cruzi y gravedad de la enfermedad cardiaca,
mientras que se detectaron titulos de IgG3 en todos los pacientes infectados
por T. cruzi, lo que indicaria una falta de correlacion de esta subclase de IgG
con la progresion de la enfermedad. Estos datos sugieren que los niveles de

anti-T. cruzi IgG1 podrian ser considerados como una herramienta adecuada
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para la identificacién temprana de la progresion de la enfermedad cardiaca,
mientras que la IgA se puede considerarse como un marcador de la EC
gastrointestinal cronica y aguda, al igual que las IgM (Primavera et al. 1990).
A una conclusion similar llegaron (Cordeiro et al. 2001), donde encontraron
como las IgG1 e 1gG2 fueron las principales subclases en el diagnéstico de la
EC, mientras que 1gG1 e IgG3 fueron las predominantes con actividad litica
de las formas tripomastigotes. La reactividad de 1gG2 frente a las formas
epimastigotes fue mayor en los casos indeterminados y cardiacos que en los
pacientes digestivos. Ademas, un nivel bajo de las IgG1 e IgG3 con capacidad
litica se asocid con los pacientes con cardiopatia. Por otro lado, un nivel alto
de 1gG1 liticos, se asocio con la mayoria de los pacientes indeterminados lo
que indica que el estudio de dichas subclases puede usarse para predecir el
riesgo de enfermedad cardiaca.

Al objeto de poder conocer las Igs que constituyen los IC circulantes, se
disociaron los IC de las EVs de 23 sueros y se llevd a cabo el estudio de las
diferentes inmunoglobulinas. Se encontr6 predominantemente 1gG2 e 19G4
ligados a las EVs (Gréfica 4.4), mientras que la 1gG3 aparecia ligada de forma
minoritaria.

En investigaciones realizadas por (Vercosa et al. 2007), se describid las
diferentes afinidades de las subclases de IgGs de sueros de pacientes con
diferentes patologias chagéasicas a diferentes antigenos recombinantes.
Observando como las IgG2 tienen una mayor afinidad hacia los antigenos
recombinantes flagelar (FRA), en los enfermos con cardiopatia, frente a la
menor afinidad que muestran los pacientes indeterminados, sugiriendo estos
autores que la afinidad de este isotipo de inmunoglobulina (IgG2) podria
constituir un marcador de la progresion cardiaca en la enfermedad de Chagas.
La afinidad mostrada por las 19G2 para el FRA (Krieger et al. 1992), del cual
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no se describe la secuencia, ni el mapeado de epitopos y la que encontramos
en las EVs formadoras de los IC, podria indicar que estas EVs secretadas, 0
bien llevan dicho antigeno o presentan epitopos comunes capaces de ser
reconocidos por las 1gG2. Hay que precisar que la liberacion de las EVs por
parte de los parasitos se lleva a cabo a través de la bolsa del flagelo y esta
observacion al microscopio éptico, quizas por error de la observacion o falta
de resolucion, pudiera llevar a considerar dicho antigeno como un antigeno

flagelar.

El predominio de reconocimiento de las subclases 1gG1 e 1gG3 identificado
para antigenos recombinantes citoplasméaticos (CRA) vy antigenos
recombinantes flagelar (FRA) no es diferente, de las respuestas inmunes
humorales identificadas para antigenos fijados, antigenos vivos e incluso
antigenos de T. cruzi purificados (Michailowsky et al. 2003). Se sabe que, en
el caso de parésitos vivos, estas subclases son capaces de activar el sistema del
complemento, contribuyendo asi a la resistencia del huésped a la infeccion
(Cordeiro et al. 2001).

Dentro de los diferentes subclases de las 1gGs son las IgG1 e 1gG3, las que
presenta una mayor capacidad de unién al Clg y posterior activacion de
complemento, mientras que la 1gG2 muestra una capacidad moderada de
unién al C1, aunque capaz asimismo, de disparar el mecanismo de lisis
mediado por la unién antigeno-anticuerpo, mientras que la IgG4 practicamente
no se fija al complemento, con lo que no activa este mecanismo de eliminacion
de células y patdgenos, mediado por la unién de los anticuerpos a las
membranas del agente patdgeno. Como ya hemos indicado se ha demostrado
que el isotipo 1gG1, esta presente en altas concentraciones en pacientes que no

muestran sintomas de la enfermedad y, por tanto, puede utilizarse para
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predecir el riesgo de dafio cardiaco en la EC (Cordeiro et al. 2001). Otro
estudio, realizado por Romeiro et al. (Romeiro, Takehara, and Mota 1984)
mostré que el isotipo 1gG2 también exhibe actividad litica.

Por otro lado los ensayos donde utilizan antigenos complejos han
proporcionado evidencias de una respuesta inmune humoral méas fuerte en
pacientes que muestran formas graves de enfermedad, en comparacion con
aquellos que no muestran sintomas o que tienen una miocardiopatia leve
(Gusmao et al. 1982). Sin embargo, no hay evidencia de qué isotipos pueden
estar involucrados en la inmunopatologia de las formas graves de la EC,
posiblemente debido a la naturaleza compleja de los antigenos utilizados, que
evita la deteccion de variaciones en la especificidad de los anticuerpos, para
diferentes formas clinicas de la enfermedad. Otras investigaciones han
sugerido que hay una asociacion entre el reconocimiento de un antigeno
especifico y el estado clinico del paciente. Por tanto, se puede sugerir que el
uso de antigenos purificados en lugar de antigenos fijos de T. cruzi, pueden
revelar una respuesta de la subclase especifica que lo reconoce (Vercosa et al.
2007).

Algunas interleucinas estimulan la expansion de las células B pre
comprometidas con una subclase especifica. Asi, se demostré que el IFN-y
induce la secrecion de 19G2 humana por las células B que llevan la 1gG2 tras
la incubacion con la misma “in vitro” (Kawano and Noma 1996). Mientras
otras interleucinas, como la IL-4 e IL-13 son inductoras de anticuerpos 1gG4
e IgE (King and Nutman 1993), y la IL-10 es un factor de cambio para 1IgG1
e 1gG3 (Briére et al. 1994).

Las respuestas mediadas por las IgG, dependen en gran medida del tipo de
respuesta inmunitaria generadas, dado que son marcadoras de la respuesta

inmune que levanta el antigeno (Hjelholt et al. 2013), a su vez dependen de la
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naturaleza del mismo antigeno. Esto dirige la respuesta inmune a una subclase
0 subclases de 1gGs especificas, cuya funcion difiere mucho entre ellas. Por
otra parte el perfil de IgGs de cada individuo es determinado por los alotipos
heredados y puede influir potencialmente en la manifestacion clinica de la
respuesta inmune, que en Ultima instancia difiere entre individuos y
poblaciones, jugando a su vez un papel importante la glicosilacion del Fc,
(Vidarsson, Dekkers, and Rispens 2014).

De igual manera y usando el suero de los pacientes, se evalud y tipifico la
afinidad de las diferentes subclases a un antigeno total, constituido por un
extracto de las formas tripomastigotes. También se evalud posteriormente por
ELISA las diferentes afinidades de los distintos isotipos de las
inmunoglobulinas. Observamos mayor afinidad de los anticuerpos para la
1gG2 e 1gG4 seguida de Ig A, IgM e Ig E, lo que sugeriria una estimulacion
antigénica continua, por la presencia de los altos niveles de IgM. Y es de
sorprender y a pesar de ser enfermos cardiacos, los elevados niveles de
reconocimiento antigénico por parte de la IgA, como se ha comentado
anteriormente, que podria constituir un marcador de afeccion intestinal.
Podemos pensar que las diferentes UDTs encontradas en estos pacientes
pueden ser una explicacion, a pesar de que la mayoria de las afecciones son
cardiacas. Por lo tanto, no se descarta un compromiso gastrointestinal y que
aumentaran los niveles de estas inmunoglobulinas. Es comun que la deteccion
de IgM ocurra en pacientes con Chagas agudo, pero en el caso de nuestros
resultados, son contradictorios con pacientes cronicos, a menos que estén
sufriendo repetidos contactos con el parasito como consecuencia de

reinfecciones.
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En el apartado 4.1.7 de nuestros resultados, presentamos el reconocimiento
antigénico en las EVs de las formas tripomastigotes y tanto por un
inmunosuero frente a T. cruzi, como por parte de las diferentes
inmunoglobulinas formadoras de los IC circulantes en el suero de los pacientes
chagasicos cronicos. Se observa claramente la presencia de un grupo de
bandas de diversos tamafios que reconocen las proteinas procedentes de EVs
tanto del parasito, como EVs de los sueros de los pacientes, reconocidas por
el inmunosuero. En el perfil antigénico destaca una banda de
aproximadamente 80 kDa, reconocida en todas las preparaciones con EVs
(Figura 4.6 y Figura 4.7). De igual manera también se estudié el
reconocimiento por parte de las subclases de 1gGs procedentes de un pool de
los sueros (Figuras 4.8, 4.9, 4.10 y 4.11). Destaca para la IgG1 una banda
comprendida entre 77 y 80 kDa, que no es reconocida por la 1gG2, la cual
reconoce a una banda de unos 69 kDa; para la IgG3 seria una banda de 60 kDa
y para la 1IgG4 de 84, y 64 kDa. Lo que demuestra que la respuesta inmune de
las diferentes subclases esta determinada por la naturaleza de los diferentes
antigenos. Lo anterior concuerda con el estudio de Ramirez y colaboradores,
quienes indican que las EVs son capaces de modular el sistema inmunologico
de los pacientes infectados y por lo tanto proporcionan pistas importantes
sobre la patofisiologia de la EC (Ramirez et al. 2017). En todos los casos el
control del lisado de las formas tripomastigotes proporcion6 un perfil de
bandas positivo. A fin de poder concluir con la naturaleza de los diferentes
antigenos haran falta futuros estudios donde se puedan identificar por
secuenciacion los diferentes antigenos reconocidos.

Las EVs han sido asociadas a la inmunomodulacion y a la supresion de las
respuestas inmunitarias activas de las células T al inducir la interrupcion en

del ciclo celular (Nunes et al. 2013). También se ha propuesto que las
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proteinas del parésito secretadas en estas EVs estan implicadas en la
adaptacion metabdlica al entorno del huésped y la invasion de tejidos, en
donde las proteasas pueden desempefian un papel importante (McKerrow et
al. 2006). En los ultimos afios se ha revelado que las EVs liberadas por T.
cruzi son productos de secrecion del parasito, las cuales proporcionan un
mecanismo para empaquetar y proteger “un conjunto de moléculas cargo” lo
que permiten en definitiva la posterior absorcion y entrada del paréasito en las
células huésped (Coakley, Maizels, and Buck 2015).

El contenido o “cargo” son proteinas que se consideran marcadores pan-EV
(es decir, comunes para la mayoria de los EV), y las modificaciones
postraduccionales de dichas proteinas reflejan especificamente la localizacion
de la vesicula, el origen celular y el mecanismo de secrecion. En general, las
EVs son ricas en proteinas del citoesqueleto, citosolicas, chaperonas de
choque térmico y de membrana plasmatica, asi como en proteinas implicadas
en el trafico de vesiculas, mientras que las proteinas de organulos
intracelulares son menos abundantes (Yafiez-Mo et al. 2015).

En estudios previos, se ha descrito que durante la infeccidn tanto el parésito
como las células hospedadoras liberan EVs y las EVs del parasito, al menos,
confieren proteccion contra el ataque del complemento (Diaz Lozano et al.
2017; De Pablos et al. 2016a), facilitando la invasion de T. cruzi a las células
de mamiferos (Cestari et al. 2012). Otros autores, han mostrado algunas
caracteristicas de las EVs liberadas por T. cruzi asociadas con la virulencia
del parasito, las cuales estarian involucradas en la transferencia de material
genético entre los parésitos y las células huésped, y capaces de activar
receptores tipo Toll ( TLR) en los macrofagos para asi inducir la produccion

y liberacion de citoquinas (Bayer-Santos et al. 2013) .

303



Discusion

Al objeto de conocer la biodistribucion en los diferentes 6rganos de las EVs e
IC (EVs-1gG) en un modelo animal, se llevo a cabo el seguimiento y
biodistribucion de las EVs de tripomastigotes de T. cruzi en ratones CD1, a lo
largo del tiempo, posterior a la administracion intravenosa de las mismas. Las
EVs luego de ser aisladas “in vitro”, algunas fueron sometidas a tratamientos
térmicos (80°C) e interaccionadas con anticuerpos de un suero de raton anti-
T. cruzi, a fin de formar IC, para luego marcarse con un colorante lipofilo en
el infrarrojo cercano (DIR).

Nuestros resultados (Figura 4.12) muestran la biodistribucién de forma
comparativa de las EVs e IC “in vivo” donde se demuestra como se ve afectada
la distribucion y deposito de las EVs por el tratamiento térmico. El perfil
general de biodistribucion de EVs se mantuvo practicamente sin cambios
durante las primeras 24 horas con un ligero incremento de fluorescencia en los
dos grupos EVs y IC-EVs. Sin embargo, a partir de las 48 horas se detectaron
cambios (disminucion de la media de fluorescencia) en el grupo de ratones sin
tratamiento térmico, tanto por parte de las EVs como de los IC con respecto a
los tratados térmicamente (Figura 4.12ay Figura 4.12c). Lo que podria indicar
que algunos o los componentes de las EVs al inactivarse por calor evitan que
sean procesados por las células o permiten que dichas EVs permanezcan en
los tejidos sin integrarse en las células. En este sentido, los niveles de
fluorescencia mostrados por las EVs formando IC, fue mayor que cuando se
inocularon con EVs libres, quizas debido a que las partes Fc de los anticuerpos
que integran el IC favorezcan la opsonizacién y captacion de las EVs-1gGs.
Lo que pareceria mostrar la participacion activa de las inmunoglobulinas del
hospedador, en la interaccion EVs-célula facilitando de una forma més rapida

la integracion y permanencia en los tejidos.
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En el seguimiento de la biodistribucion de EVs en los diferentes drganos a lo
largo del tiempo, observamos que los tejidos donde se produjo la mayor
captacién de fluorescencia, fue donde existe la mayor concentracion de
macrofagos tisulares, (células de Kipffer en el higado o los macréfagos
esplénicos fundamentalmente en la capsula del bazo), primeramente el higado,
seguido por el bazo y tracto gastrointestinal (Figura 4.14 y Figura 4.15)
(Wiklander et al. 2015).

La intensidad de fluorescencia del higado y bazo fue mayor a las 24h en las
EVs que tenian tratamiento térmico (80 °C) en comparacion con los no
tratados, Figuras 4.15. La fluorescencia se mantuvo significativamente alta
durante 24 h'y 48 h, detectandose fluorescencia aparte del higado y bazo en el
aparato digestivo. Mientras que los niveles de fluorescencia (ROI) de los que
se inocularon con IC (EVs- IgG) tanto en bazo como en higado fueron menos
sensibles, lo que pareceria indicar que hay mayor captacion por parte de las
células en las preparaciones donde se incluyen las inmunoglobulinas.

Es importante resaltar que algunos estudios indican la rapida absorcion de EVs
por el sistema reticuloendotelial (SER), sugiriendo que la funcion principal de
las EVs posiblemente sea, el intercambio de informacion tanto con células
vecinas en el lugar de la liberacion, como con las células del sistema
inmunoldgico, ya que, como se ha comentado antes las EVs participan en
muchos procesos de regulacion inmunologica (Smyth et al. 2015), lo que
quizas explica los resultados obtenidos. Todos estos eventos implican la
participacion de la inmunidad innata y adquirida en la rapida absorcion de
EVs, donde los factores del complemento podrian jugar un papel importante,
en especial cuando las EVs provienen de un organismo diferente al propio

sistema inmune. En este sentido los anticuerpos ejercen un rol primordial, ya
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que se ligan a la fraccion C1 de la cascada de complemento, donde las EVs se
unen a proteinas del complemento in vitro e in vivo (Aung et al. 2011).

A fin de poder penetrar y establecerse en el interior de las células en las que
parasita y se multiplica como amastigotas, T. cruzi ha desarrollado una
variedad de estrategias que implican la presencia de un gran numero de
moléculas de la superficie celular del parésito (Alves and Colli 2007,
Paranaiba et al. 2019). Estas moléculas incluyen miembros de una serie de
proteinas tales como las trans -sialidasas (TS / gp85); las mucinas; las
proteinas de la superfamilia de MASP y proteasas implicadas en la adhesién e
invasion a la célula por las formas infectivas del parésito (Cuevas, Cazzulo,
and Sanchez 2003).

Publicaciones previas han mostrado como algunas de esas moléculas pueden
actuar como agentes pro inflamatorios durante la respuesta inmune innata, lo
que lleva a la produccion de 6xido nitrico (NO), IL-6, IL-12 y TNF-a a través
de la estimulacion de los TLR2 por parte de los macrofagos (Almeida and
Camargo 2000). Por otro lado gran parte de los principales componentes de
la superficie del parasito, como son las glicoproteinas TS / gp85, las mucinas,
los glicoinositolfosfolipidos, glicosilfosfatidilinositol (GPI), las proteasas de
superficie GP63, se han encontraron en las EVs del tripomastigote (Paranaiba
et al. 2019), al igual que las MASP (Diaz Lozano et al. 2017; De Pablos et al.
2016b).

Con el objetivo de conocer la respuesta inmune, que son capaces de inducir
las diferentes preparaciones de las EVs usadas en los estudios de
biodistribucion, se evaludé la expresion de un panel de interleucinas
correspondientes a las respuestas inmune Th1l/ Th2 /Th17/ Th9. Los estudios
se realizaron a lo largo de 24, 48 y 72 h de la inoculacion de las EVs, en higado

y bazo que son los 6rganos donde vimos que se depositan mayormente.

306



Discusion

Durante el inicio de la infeccion en la EC, el sistema inmunologico innato
juega un papel importante en el control de la replicacion y diseminacion del
parasito en los tejidos del huésped, con la participacion de las citocinas IFN-
v, TNF-a e IL-12 y la participacion de células inmunes como macrofagos, NK
y células dendriticas (Zanluqui 2015). Mas adelante en la infeccion, se
desarrolla la inmunidad adaptativa, que potencia la inmunidad innata. Se
establece una respuesta T helper 1 (Th1) polarizada fuerte y persistente contra
los parésitos intracelulares (Hoft et al. 2000), y una respuesta inmune anti- T.
cruzi CD8 que se centra en los epitopos inmunodominantes del parasito. Estas
respuestas de las células T son importantes para controlar la parasitemia, el
parasitismo tisular y la activacion de las células B policlonales con la
produccién de anticuerpos. Sin embargo, debido a los mecanismos inmunes
de evasion de T.cruzi, esta intensa respuesta no logra eliminar la infeccion
parasitaria, lo que lleva a su persistencia y desarrollo de la fase crénica de la
EC (Lovo-Martins et al. 2018).

Estudios en modelos experimentales en raton han demostrado que los
macrofagos, las células dendriticas y las NK, desempefian un papel importante
en el control de los parésitos a traves de una reaccion inflamatoria intensa,
acompafada de una regulacion positiva de citocinas y quimiocinas (Tanowitz
2012), (Machado et al. 2012). Estos macro6fagos son activados induciéndose
la liberacion de citocinas, cruciales para la estimulacion de la inmunidad
innata (Almeida et al. 2000).

En las gréficas del apartado 4.3 se observa un aumento de la respuesta Thl en
higado y en bazo (Gréficas 4.7, 4.8, 4.9 y 4.10), donde se observa un aumento
relativo de la IL2, IL12 en higado, mientras que en bazo es mas manifiesta el
un aumento considerable de la IL12 IFNy y TNFa a las 48 h de la inoculacion.

En este sentido en bazo la respuesta Th2 es menos potente, mientras que en
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higado es mas elevada en especial a las 72 h, con un aumento de la IL-10,
quizas para compensar la subida de la IL-12, que es una interleucina
reguladora de la expresion del Interferon gamma (IFNy). De igual forma se
puede observar como mientras en el bazo hay una elevacion de la respuesta
Th9 desde las primeras horas (24h), en higado dicha respuesta no se observa.
Pero en su lugar hay un aumento de la respuesta Th17, en especial de las
interleucinas IL-21, IL-23 e IL-25. Como ya se conoce, la IL-23 es una
interleucina capaz de mantener la respuesta de las células Th17, no induciendo
directamente la IL-17 (Stritesky, Yeh, and Kaplan 2008). La IL-23 induce la
diferenciacion de las células “naive” CD4+ T en células T helper (Th17/ThIL-
17) que van a producir 1L-17 y IL-25 (Ilwakura and Ishigame 2006). En
definitiva la IL-23 “estimula” y mantiene las células capaces de producir la
IL-17 (Gomez-Samblas et al. 2018). La diferenciacion de Th17 estd mediada
por los factores de transcripcion RORyt y RORa, que dependen de STAT-3y
requieren de la intervencion de la IL-1p, IL-6, 1L-21, TGF-B. La IL-17 hasido
considerada como una interleucina clave, capaz de aumentar en los primeros
momentos de la infeccién por T.cruzi, incluso de ser producida por células
linfoides ROR vt negativas (Bermejo et al. 2013). La IL-17 es inducida por
algunas de las moléculas enzimaticas que portan las EVs de los Tripanosomas
como son las transialidasas (Guedes et al. 2010; Miyazaki et al. 2010). Por
otra parte la IL-21 que aparece aumentada en higado, tiene efectos reguladores
en las células del sistema inmune, incluidas las células NK, y las células T
citotoxicas que pueden destruir las células infectadas (Parrish-Novak et al.
2000, 2002). La IL-21y su receptor IL-21R, es una interleucina pleotrépica,
se expresa en gran medida en 6rganos parasitados tanto en humanos como en
modelos murinos con enfermedades parasitarias (Solaymani-Mohammadi,

Eckmann, and Singer 2019), a la IL-21, también se la ha correlacionado con
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la gravedad de la EC en pacientes cronicos (Natale et al. 2018). El papel del
IL-21 / IL-21R en la patologia cronica de la EC y los mecanismos por los
cuales la via de sefializacion IL-21 / IL-21R pueden mediar la patogénesis de
las infecciones agudas y crénicas por T. cruzi, ain no estan claros, bien pudiera
ser que los mecanismos involucrados en la elevacion de dicha interleucina, se
deba a que las EVs del parasito interaccionan con las células hepaticas de
Kupffer. Sin embargo, el perfil de interleucinas que aparece en los 6rganos de
los animales cuando fueron inoculados con las EVs “inactivadas” por calor no
estan relacionada a cuando fueron inoculados con EVs sin calentamiento
previo. Las EVs “inactivadas” muestran en higado un perfil tipicamente Thl
donde las IL-2 aumenta a lo largo del tiempo al igual que la IL-6, mientras que
la IL-12 e INF vy, aumenta desde las primeras 24 h, mientras el TNFa
disminuye con el paso del tiempo. En bazo, el perfil de interleucinas asociadas
a una Thl se incrementa a las 48h e especial la IL-12 ¢ IFNy y e TNF «a a las
72 h, si bien la IL-6 permanece baja en todo momento, lo que contrasta con la
IL-12, y laiinducida por la IL-12, el IFNy que aumenta como ya se ha sefialado
a las 48 h. Es de destacar que el TNFa se dispara bruscamente a las 72 h de la
inoculacion. Dentro de la respuesta Th2, es IL-15 la que aparece muy
aumentada a las 24h , mientras que el TNF  aumenta de una manera discreta
a lo largo de los dias post inoculacion. Sorprendentemente la IL-9
correspondiente a la Th 9, va aumentando hasta mostrar niveles relativamente
elevados al igual que ocurre con la IL-25 perteneciente al grupo de las Thl7.

La regulacion de la expresion de la interleucina IL-9, una citocina
tradicionalmente considerada Th2, y actualmente la Unica perteneciente a la
Th9, sigue sin estar del todo claro, pero (Angkasekwinai et al. 2010)
encontraron como las células T que expresan IL-9 generadas “in vitro” en

presencia de TGF B e IL-4, expresan altos niveles de ARNm para el receptor
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IL-17RB y el receptor de la IL- 25. El tratamiento de estas células con IL-25
potencia la expresion de IL-9 “in vitro”. Lo que indicaria que la elevacion de
esta interleucina conlleva al incremento de la respuesta Th9 (IL-9). Situacion
similar ocurre con la IL-15, también una citocina Th2 que eleva el nimero de
eosinofilos y que aparece regulada cuando se incrementan los niveles de IL-9,
en las parasitosis intestinales por nematodes (Gomez-Samblas et al. 2017).
Cuando la inoculacion de los ratones se realizé con EVs formando IC, el perfil
de respuesta en el bazo fue combinada, hl Th2 y Th9 (Graficas 4.13 y 4.14).
En ella aparece una elevacion de IL-12, seguida del aumento como
corresponde, de la respuesta IFNy y TNFa que es una Th1. Un perfil clasico
donde la elevacion de la IL-12 potencia la produccion del IFNy y este al del
TNFa (Mehta et al. 2017; Okamura et al. 1998). Por otra parte, la elevacion
de estas interleucinas Th1, implica una regulacion por parte de la Th2 con el
aumento de TGF B (Park, Letterio, and Gorham 2007) y de la IL-13 (Bian et
al. 2015), donde una posible regulacion de la IL-13 se ejerce por parte del
aumento de IFN y (Daines and Khurana Hershey 2002). En este sentido el
aumento observado de la Interleucina IL-9 conllevaria a la elevacion de la IL-
15, e indirectamente a la elevacion de la IL-13, como ya ha sido mencionado,
en definitiva un aumento de una Th2. Las respuestas Th17 reflejadas por el
aumento de la IL-17, IL-21 e IL-25 permanecen discretas, no manifestandose
la expresion de la I1L-23.

La interleucina-38 (IL-38), que aparece en el perfil de expresion de las
interleucinas expresadas tras la induccion con los IC, es un miembro de la
familia de la interleucina-1 (IL-1), importante para la inflamacion y la defensa
del huésped. Esta citocina se le ha denominado también como IL-1F10 en
humanos. La IL-38 es producida por células que se unen al receptor de IL-1

tipo I. Se expresa en el epitelio basal de la piel, en las células B proliferantes

310



Discusion

de la amigdala, en el bazo y en otros diferentes tejidos. Esta citocina juega un
papel importante en la regulacion de la inmunidad innata y adaptativa. La IL-
38 descubierta recientemente se la considera un inhibidor potencial de las
familias de receptores IL-1 y tipo “Toll”. De manera que ejerce propiedades
antiinflamatorias, especialmente en los macrofagos, al inhibir la secrecion de
citocinas pro inflamatorias, lo que conduce a una maduracion reducida de los
linfocitos T-Th17. Se produce en condiciones como apoptosis, necrosis o
inflamacién, aunque aun se desconoce la funcién bioldgica de la IL-38.
Ademas, aun no se ha identificado su receptor, aunque se han propuesto tres
receptores candidatos: 1L-1R1, IL-36R e IL-1RAPL1 (Garraud et al. 2018).
La IL-38 inhibe la produccién de citocinas de células Th17 como la IL-17 e
IL-22. También se ha encontrado que inhibe la produccion de IL-8 inducida
por IL-36y, inhibiendo asi las respuestas inflamatorias (Yuan et al. 2015).

El perfil de expresion de las citocinas a nivel hepatico cuando la inoculacién
se realiz6 con IC, muestra si se nos permite decir, un perfil mas clasico a lo
esperado (Gréficas 4.11 y 4.12). Aparece una elevacion de las respuestas Thl
en las primeras 24 h de la inoculacion, con aumento de la IL-2, IL-12. IFNy,
TNFa e IL-6, acompafado de elevacion de una respuesta Th2, con una discreta
elevacion de IL-4, I1L-10, IL-15 y aumento de la respuesta de la TGFp. De
igual manera ocurre con la respuesta Thl, en las primeras 24 horas de la
inoculacion. Es importante destacar la elevacion de la IL-9 y en especial de
las IL-21 e IL-25. Ambas como ya se comentd, con posibilidades de
compensar una respuesta inflamatoria que no se ve reflejada con la expresion
de IL-17 y donde no se manifiesta ni la expresion de IL-17 ni la IL-38 como
ocurria en el bazo donde si se detect6 su expresion. El destacado aumento de
la TGFB que aparece tanto en bazo como en higado, de forma mas discreta,

junto a IL-13 que se expresaria para intentar compensar la fuerte respuesta
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inflamatoria Thl que se observa (Grunwell et al. 2018; Moriwaki et al. 2011).
La elevada expresion de I1L-9 en bazo con la inoculacion del IC (EVs-1gGs),
podria también facilitar la disminucion de la respuesta inflamatoria Thil,
semejante a los que ocurre en otras enfermedades como la tuberculosis, donde
una respuesta IL-9 se asocia con una respuesta inmunitaria Thl elevada y
donde la administracion exogena de IL-9 lleva aparejada la reduccion de los
niveles de expresion del mRNA del IFN y (Wu et al. 2008).

Actualmente se ha descrito como las células tratadas con IL-9 reducen
drasticamente las fibras de estrés de actina, inhiben la contractilidad,
reduciendo o inhibiendo la potencial migracion de las células, al igual que
bloquean la accion sobre el citoesqueleto que ejerce el IFN-y (Das et al. 2019).
Es importante mencionar, como ya se ha descrito en trabajos previos, que
el citoesqueleto de actina se desorganiza de forma temporal, por la accién que
ejerce las EVs de T. cruzi, (Retana Moreira, Rodriguez Serrano, and Osuna
2019), lo que indica una posible expresion de la IL-9. La IL-9 es una molécula
clave que regula la diferenciacion de las células Th17 y la funcién de las
células Treg productoras entre otras del TNFpB. En este sentido la IL-9,
producida predominantemente por células Th17, se asocia con el TGF-B1 para
diferenciar células T CD4 + virgenes en células Th 17 y células en las que esta
mantenida su expresion por laaccion de la IL-23. De esta forma la IL-9 facilita
las funciones supresoras de las células Treg FoxP3 + CD4 + “in vitro” y la
ausencia de sefializacion de IL-9 debilitaria la actividad supresora de las Tregs
“in vivo”, lo que provoca un aumento de las células efectoras (Elyaman et al.
2009).

El mecanismo de los efectos de IL-9 sobre la Th17 y Tregs es a través de la
activacion de la sefializacion y se realiza mediante los receptores STAT3y
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STATS, por lo que destaca el papel de la IL-9, como regulador frente a los
mecanismos protectores de las respuestas inmunitarias

Curiosamente la elevaciéon de la expresion de las IL-21, IL-25 e I1L-38
aparece en el bazo de los animales a los que se le administraron los IC (EVs-
IGgs) (Gréfica 4.13y 4.14).

Cuando se compara la expresion tras la inoculacion con IC formados con EVs
“inactivadas” por calor e IC no inactivados, vemos que a nivel hepético la
expresion de las Thl no varia sustancialmente salvo, una elevada expresion
del TNFa en los IC con EVs tratadas térmicamente (Gréafica 4.11 y 4.12).
Mostrando una marcada elevacion de la 1L-38, que no aparece en los IC (IgGs-
EVs) no tratados, lo que pareceria mostrar que alguno de los componentes
sensibles a la temperatura, impiden la elevacion de la expresion de esta
interleucina, o que la elevacion de la expresion del TNFa es la responsable de
dicha sobrexpresion, al igual que la pleotropica IL-21 y en especial la IL-25
inductora de una Th2. De hecho en un estudio donde se induce la fibrosis
pulmonar mediante bleomicina, (Xu et al. 2021), vieron como la expresion de
IL-38 atenud la inflamacion pulmonar y el dafio por fibrosis, disminuyendo la
produccién de citocinas pro inflamatorias y profibréticas como IL-1p, IL-6,
IL-17A, la proteina quimio atrayente de monocitos-1 y el TNF-a. Con
seguridad un mecanismo inverso de regulacion debe tener lugar donde los
elevados niveles de TNFo disparen la expresion de la IL-38 a fin de
compensarlos.

El desarrollo de inflamacion cardiaca en la EC se ha asociado con una alta
produccion de IFN-y y TNF-o y una baja produccion de IL- 10 durante la fase
aguda de la infeccion, independientemente de la cepa utilizada en la infeccion
experimental (Guedes et al. 2007), por lo que la elevacién de la induccion por

el higado de IL-38 podria tener efectos beneficiosos en la EC cardiaca.
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La expresion de interleucinas en bazo cuando se inocularon las muestras de IC
produjo perfiles de expresion diferentes, ya que se observa elevacion en ambos
tipos de muestras inoculadas a las 72 h, de la IL-12, IFNy y TGFp. La
expresion es mas marcada para las correspondientes a la respuesta Thl, para
aquellos ratones donde se inocularon los IC con las EVs tratadas por calor.
También se observo una elevacion de la IL-2, que se produce en macrofagos
activados por virus, bacterias y protozoos intracelulares, y pertenece a la
respuesta Thl (Komastu, Ireland, and Reiss 1998), dando como resultado la
proliferacion de células NK y potenciando la respuesta Thl y INF-y en una
respuesta Thl pro inflamatoria. En estos ratones se pudo a su vez comprobar
como la respuesta Th2 aparece mas elevada cuando se inocularon los IC con
EVs (no tratadas por calor). Los niveles de expresion de IL-4, IL-15 y TGFa
fueron significativamente méas altos en los tratados por calor que en los no
tratados, con ordenes de magnitud de unas 5 veces. Es importante resaltar
también la elevacion de las IL-17, IL-21 y la IL-25 que incrementa su
expresion desde las primeras 24h, tras la inoculacion de los IC formados con
las EVs “inactivadas”, por lo que parece indicar que este inoculo levanta una
fuerte respuesta inflamatoria Th1/Th17. Dicha respuesta se intenta compensar
con la elevacion de la Th2 y en concreto IL-4, IL-10, IL-13, IL-15 y TGF.
Asi como una elevacion de la Th9 gue también se manifiesta en los IC no
tratados térmicamente.

Se conoce que el desarrollo de inflamacion cardiaca se asocia con una alta
produccion de IFN-y y TNF-a y una baja produccion de IL- 10 durante la fase
aguda de la infeccion, independientemente de la cepa utilizada en la
infeccion experimental (Guedes et al. 2007).

La IL-10 es una citocina involucrada en los mecanismos inmunomoduladores

durante la EC cronica. La capacidad de producir IL-10 en la fase cronica puede
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ser importante para modular el delicado equilibrio entre las citocinas
inflamatorias y antiinflamatorias que evitan el dafio tisular. Un aspecto
importante de las EVs es su capacidad para modular los eventos en la fase
cronica de la enfermedad debido a la produccion de 1L-10 por las células Ty
B (Nogueira et al. 2015).

En conjunto con modelos experimentales de infeccion por T. cruzi se ha
demostrado que en la fase aguda tras la infeccion de los animales, se
desencadena una respuesta inflamatoria, con produccién de citocinas
inflamatorias Thl, como IFN-gamma y TNF-alfa, que deben activar las
células para eliminar el parasito (Teixeira, Gazzinelli, and Silva 2002). Otros
estudios en la fase aguda de la EC también han demostrado la produccion de
citocinas inflamatorias, la cual se ha asociado con el control de los paréasitos
(Dutra et al. 2014).

Las citocinas producidas durante la infeccion por T. cruzi (IFN-y, TNF-q, IL-
lo TGF-B e IL-10) son capaces de inducir o regular la produccion de
quimiocinas en macrdfagos y a los miocitos cardiacos infectados. Dichas
interleucinas también afectan la proliferacion de células T, para dar una
respuesta Thl / Th2 (Machado et al. 2000). Otras investigaciones han
sugerido que las quimiocinas contribuyen a la patogenia de la infeccion por T.
cruzi debido a sus efectos sobre la migracion y activacion de leucocitos
(Machado et al. 2012).

Estudios de protedmica han revelado que las EVs de diferentes cepas de T.
cruzi pueden desencadenar diversas respuestas inmunoldgicas innatas y por lo
tanto, diferentes patrones inmunoldgicos en modelos murinos. Incluso se ha
demostrado que las EVs pueden presentar tropismos intrinsecos por algun
organo en particular (Ribeiro et al. 2018). Adicionalmente, las EVs de

distintas cepas de T. cruzi conocidas (Yu Yu, Colombiana CL-14 y cepa Y)
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muestran diferentes propiedades bioldgicas y de inmunomodulacion,
(Nogueira et al. 2015; Ribeiro et al. 2018). Por lo tanto, la cantidad y quizas
el contenido de las EV, podria ser uno de los factores involucrados en la
infectividad de las diferentes cepas de T. cruzi y la inmunopatologia de la EC,
ya que esas estructuras contienen una serie de componentes con actividades
pro inflamatorias (Nogueira et al. 2015).

Por altimo y no menos importante, estudios han demostrado que la IL-17 juega
un papel importante en la EC humana, asi como en el desarrollo de infeccion
por T. cruzi en modelos murinos, lo que sugiere una asociacién entre la
cardioproteccion y la expresion de IL-17 (Sousa et al. 2017). En respuesta a la
infeccion por T. cruzi, la IL17-A induce una rapida cascada pro inflamatoria
de quimiocinas y citocinas que facilita el reclutamiento y activacion de
neutréfilos y monocitos necesarios para el control temprano del patégeno por
parte del sistema inmunoldgico. En la fase cronica de la enfermedad, varios
estudios sugieren que la progresion clinica de la miocardiopatia de Chagas
implica la sobreexpresion de IL-17 por células Th17 y células B incluso Ryt -
y células B circulantes (Strauss et al. 2020).

De hecho, durante la infeccidn por T. cruzi, solo una produccion equilibrada
de citocinas inflamatorias (Th 1) y antiinflamatorias (Th 2 / reguladoras)
permiten controlar la propagacion del parasito sin comprometer la integridad
de los tejidos del huésped. La descripcion de Th17, y la produccién de 1L-17,
ha impulsado la revision sobre los mecanismos que median la proteccion y la
inmunopatologia de la infeccion con protozoos intracelulares (Amezcua
Vesely et al. 2020). Lo que,sumado a los datos obtenidos en nuestros estudios,
con los elevados niveles y produccién de IL9, IL21, 1125y en especial la 1L38
Ilevan a un completo replanteamiento de la homeostasis inmunoldgica de la
EC.
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En conjunto, los hallazgos de este estudio refuerzan el concepto de que un
delicado equilibrio entre las citocinas reguladoras e inflamatorias representa
un elemento clave en el establecimiento de las distintas formas de la EC

cronica, ya sea en modelos experimentales murinos como humanos.

Para la caracterizacion de las EVs de T. cruzi Pan4, empleadas durante el
desarrollo de los diferentes experimentos de esta Tesis, previamente se
utilizaron los protocolos de cultivo, liberacién y purificacién establecidos por
nuestro grupo de investigacion con algunas modificaciones (Diaz Lozano et
al. 2017; De Pablos et al. 2016b; Retana Moreira et al. 2019).

En nuestro laboratorio se establecio la centrifugacion diferencial como método
de eleccion para la purificacion de EVs, ya que es considerada la técnica
estandar de oro para el aislamiento de EVs. Johnstone y colaboradores (1987),
fueron los primeros en desarrollar la centrifugacion diferencial para aislar EVs
del medio de cultivo de reticulociticos (Johnstone et al. 1987). Posteriormente
Thery (2001) la optimiz6 con un conjunto de centrifugaciones crecientes de
300 x g amas de 100,000 x g para descartar las células vivas / muertas y restos
celulares (cuerpos apoptéticos) y posteriormente separar los EVs. Este es el
protocolo mas utilizado para la purificacion de EVs a partir de medios de
cultivo celular o fluidos corporales (sangre, orina, saliva y liquido
cefalorraquideo) (Théry et al. 2001).

Es importante mencionar que las EVs de ambas formas del parasito
(tripomastigotas y epimastigotas), una vez obtenidas, purificadas y
cuantificadas fueron utilizadas para ensayos de ELISA, inmunizacion de
animales, Western Blot, experimentos de microscopia de diferentes resolucion
(confocal, SEM, TEM y AFM) de manera que fue elemental e indispensable

su caracterizacion.
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La evaluacidn de las propiedades fisicoquimicas de las EVs, como el tamafio,
la forma, la carga superficial, la densidad y la elasticidad, es necesaria para
determinar sus interacciones biologicas y por tanto, la determinacion precisa
de estas, por lo que muchos de estos procedimientos y técnicas, se han
utilizado de forma rutinaria durante todo el proceso de experimentacion
(Gurunathan et al. 2019).

Con el objetivo de describir las caracteristicas especificas de las EVs de cada
estadio de T.cruzi se utiliz6 como se ha indicado la técnica de “Dynamic light
scattering” (DLS), una herramienta muy util para evaluar la distribucion y el
tamafio de los EVs. La mayor ventaja del método DLS es su capacidad para
medir particulas que van desde 1 nm a 6 um (Szatanek et al. 2017). Esta
técnica fue utilizada para determinar los tamafios aproximados de las EVs
tanto de tripomastigotes como epimastigotes empleadas en los diferentes

experimentos (Figura 4.17 y Figura 4.18).

Para realizar la caracterizacion de las proteinas marcadoras del paréasito
asociadas con los EV, como lo son la trans-sialidasa y la cruzipaina, se
realizaron ensayos de inmunotransferencia que permitieron caracterizar
mediante este procedimiento el contenido proteinico de las EVs de los
tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi (Figuras del apartado 4.2.2).

Como se ha mencionado anteriormente en esta memoria, la superficie celular
de T. cruzi esta cubierta por una amplia gama de moléculas que incluyen
miembros de la familia proteica trans-sialidasa (TS/ gp85), glicoproteinas
similares a mucina, proteinas de la superfamilia de proteinas asociadas a
mucina (MASP) y proteasas implicadas en la adhesion e invasion a la célula
del huésped por las formas infectivas del parasito, como es el caso de la
cruzipaina (Czp) (Brossas et al. 2017a; Ferrdo et al. 2015). Estudios de
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protedmica indican variaciones en el contenido de las EVs de tripomastigotes
y epimastigotes de las distintas cepas (Brossas et al. 2017a; Nogueira et al.
2015; Ribeiro et al. 2018), para lo cual se utilizaron anticuerpos especificos en
la identificacion de las proteinas (Figura 4.19) trans-sialidasa (Figura 4.20),

cruzipaina ( Figura 4.21) y calmodulina (Figura 4.22).

Al comparar nuestros resultados de los perfiles de expresion de proteinas de
las EVs de la cepa Pan4 con los identificados por Ribeiro y colaboradores en
las cepas YuYu y Y, encontramos patrones de reconocimientos muy
homogéneos tanto para las proteinas totales como para la trans-sialidasa y
cruzipaina (Ribeiro et al. 2018). La
identificacion de estas proteinas, trans-sialidasa y cruzipainas en EVs de
tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi Pan4, fue crucial en nuestros
ensayos de inmunotransferencia, ya que a partir de alli nos planteamos nuevos
experimentos de inmunomarcaje para el analisis y estudio de los mecanismos
de captacion en la interaccion EVs-célula.

Los métodos para caracterizar las EVs se ha expandido a medida que ha
aumentado el interés en estas. Sin embargo, debido a su pequefio tamario, la
microscopia electronica (ME) sigue siendo el método mas adecuado para la
visualizacion de las EVs con una resolucion suficiente para evaluar su
morfologia, asi como la discriminacion entre ellos y los posibles
contaminantes que a menudo se encuentran en los aislamientos de EVs
(cuerpos apoptoticos proteinas precipitadas, lipoproteinas y / o particulas
virales, etc.) (Kotrbova et al. 2019). La caracterizacion de las EVs de T. cruzi
Pan4 se realizo a través de SEM (Figura 4.23) identificando tamafios muy
similares a las descritas para otras cepas (Nogueira et al. 2015; Ribeiro et al.
2018). Por otro lado la microscopia electrénica de transmisién (TEM) sigue
siendo el método estandar de oro para la visualizacion de estas nanoparticulas
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(Kotrbova et al. 2019). A través de TEM mediante tincion negativa, nos
permitio caracterizar las EVs de tripomastigotes y epimastigotes
comparandolas con sus respectivos tamafios y formas (Figura 4.24). Si bien es
cierto que la caracterizacion morfologica y estructural de las EVs se realiza
principalmente por técnicas de inmunotransferencia con biomarcadores
individuales, andlisis de seguimiento de nanoparticulas, DLS (evaluan la
distribucion del tamafio de las EVS) y microscopia electronica, menos del
10% del trabajo realizado con EVs ha empleado microscopia de fuerza
atémica (AFM) (Gardiner et al. 2016). En comparacion con las otras técnicas,
la AFM puede al mismo tiempo medir la distribucion del tamafio de las
vesiculas, mapear sus propiedades mecanicas con precision manomeétrica y
también utilizarse para el analisis funcional del contenido de proteinas de la
membrana externa de EVs, a través de puntas recubiertas de
anticuerpos. Ademas, mediante el uso de superficies recubiertas de
anticuerpos especificos (mica y vidrio), se pueden capturar diferentes

subpoblaciones de EVs y analizarlas por AFM (Parisse et al. 2017).

Una caracteristica importante de la técnica AFM en nuestros ensayos incluye,
su capacidad para medir muestras en sus condiciones nativas con una
preparacion de muestras minimizada, es decir solo 10 pL de EVs depositadas
sobre el sustrato (mica), lo que facilitd la caracterizacion de las EVs en este
trabajo (Szatanek et al. 2017).

Mediante esta técnica caracterizamos las EVs de tripomastogotes de T. cruzi,
registrando las interacciones entre el “cantilaver” y la superficie de la muestra
mostrandonos la topografia tridimensional (3D) y tamafio aproximadamente
entre 30-100 nm (Figura 4.25).
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Las células parecen captar las EV mediante una variedad de vias endociticas,
incluida la endocitosis dependiente de clatrina, y vias independientes de la
clatrina como la captacion mediada por caveolina, macropinocitosis,
fagocitosis e internalizacion y/o vertido de sus componentes mediada por las
balsas de lipidos de la membrana celular (Mulcahy, Pink, and Carter 2014). De
hecho, parece probable que una poblacion heterogénea de EVs puede entrar
en una célula a través de mas de una ruta. EI mecanismo de captacion utilizado
por las EVs puede depender de las proteinas y glicoproteinas que se
encuentran en la superficie tanto de la vesicula como de la célula diana
(Mulcahy et al. 2014).

En esta Tesis Doctoral se presentan resultados que analizan y describen los
posibles mecanismos por la cual las EVs de tripomastigotes de T. cruzi son
internalizada por la célula receptora (Célula Vero y RAW 264.7), haciendo
uso de diversas técnicas de microscopicas. Las células Vero son una linea
celular que derivan de un cultivo procedente de rifion de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops), utilizadas en la investigacion a nivel de biologia
celular (Ammerman, Beier-Sexton, and Azad 2008). Las células Vero fueron
utilizadas tanto para cultivo de las formas tripomastigotas como para el estudio
de los mecanismos de internalizacion de EVs que discutiremos a continuacion.
Sin embargo las células RAW 264.7 son una linea celular de monocitos /
macrofagos derivada de ratones BALB / ¢ que se originaron a partir de la linea
celular transformada con el virus de la leucemia de Abelson (Taciak et al.
2018). Estas células se describen como un modelo apropiado de macrofagos
gue mantienen su capacidad fagocitica, pinocitosis y fagocitosis (Taciak et al.
2018), por lo cual fueron empleadas para estudiar la interaccion EVs- célula'y

las posibles vias de captacion.
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Con el fin de comprobar la adhesion de EVs de tripomastigotes de T. cruzi, la
ubicacion fisicay las interacciones con la superficie de las células se evaluaron
estas interacciones en tres tiempos (1, 5y 10 minutos), utilizando microscopia
electronica de barrido (SEM) (Figura 4.26). Se observo la presencia de
vesiculas en forma redondeada con el tamafio esperado para los EVs (30-100
nm) en la superficie de su membrana plasmatica (Figura 4.27)

Para comprender si las interacciones fisicas ocurrieron preferentemente entre
EVs de tripomastigotes de T. cruzi y células Vero, observamos
cuidadosamente su interaccion con la superficie de las células Vero en un
experimento piloto (Figura 4.27), viendo algunos cambios morfolégicos de la
célula, como la aparicion de proyecciones citoplasmaticas en su superficie que
la mostraba con forma rugosa. En los resultados obtenidos observamos la
union de las EVs a la superficie celular, pero sin la certeza de que eran EVs de
T. cruzi, ya que podian ser EVs procedente de la célula. Posteriormente se
decidid hacer un inmunomarcaje con oro coloidal para corroborar la adhesion
especifica de las EVs de tripomastigotes de T. cruzi a la célula Vero.

Una vez las EVs fueron inmunomarcadas, se observo su ubicacion fisica

y la adhesion a la superficie celular de forma mas clara y especifica,
ademas los cambios en la morfologia celular inducidos por el tratamiento
con EVs fueron particularmente obvios al ver la formacion de los
filopodios (Figura 4.28) y donde las particulas de oro del inmunomarcaje

se detectaron y visualizaron con los detectores STEM (BF/DF) acoplados

al microscopio. Como ha sido descrito, los filopodios son protuberancias
celulares formadas por filamentos de actina que escanean constantemente

el entorno. Su movimiento altamente dinamico aumenta la superficie
efectiva de una célula y facilita la interaccion con ligandos

extracelulares. Ademas, la base filopodial es un area de remodelacién
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activa de actina y, por lo tanto, un punto critico para la endocitosis. La
posibilidad de que las EVs entren en las células a través de los filopodios

es, por tanto, plausible (Heusermann et al. 2016).

En estos experimentos las células mostraron microvellosidades o estructuras
similares a filopodios y lamelopodios en la superficie celular con EVs en los
diferentes tiempos de tratamiento. Sin embargo estos resultados indican que
los EVs son méas propensos a unirse y ser internalizados por la superficie de la
celula a medida que aumenta el tiempo de interaccion (Cronemberger-
Andrade et al. 2020).

Con el inmunomarcaje con oro coloidal qued6 demostrado que las EVs de T.
cruzi son internalizados eficientemente por las células Vero en los diferentes
tiempos de contacto (Figuras 4.28, 4.29 y 4.30).

Luego de la adhesion celular, se cuantifico el nimero de particula/p2 para cada
tiempo respectivamente, observando una disminucion de EVs marcadas sobre
la superficie celular con el paso del tiempo lo que podria indicar una entrada
en las células de forma muy rapida (Grafica 4.15).

En resumen, los resultados son consistentes en relacion a la interaccion EVs-
célula, ya que fue visualizada a través de los cambios morfologicos observados
en las células y a través de la cuantificacion del nimero de EVs adherentes e
internalizados segun los tiempos de interaccion. Estos resultados indican que
los EVs tienen un tropismo celular visible que contribuy6 a la adhesion y
captaciéon por la célula receptora, ya que en algunos casos se observa la
formacién de hendiduras a modo de invaginaciones en la superficie celular,
posiblemente debido a la formacion de caveolas (Figura 4.27C)

Es importante mencionar que el mecanismo propuesto de internalizacién
celular eficiente es probable que pueda atribuirse a los siguientes tres aspectos:

(i) componentes lipidicos, ya que la composicion proteica Unica de los EVs
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promueve su internalizacion en las células. Algunas evidencias indican que la
union ligando-receptor juega un papel importante en la promocion de la
internalizacion celular. (i) Hay algunos ligandos de direccionamiento
expresados en EVs que son responsables de la internalizacion celular. (iii) La
interaccion unica de las proteinas con el mismo papel que las integrinas de las
EVs con la endocitosis mediada por clatrina ECM, relacionada con la célula
podria mediar la captacion de las EVs en células especificas del érganos diana,
en una internalizacion celular eficiente como describe Hoshino para otras EVs
(Hoshino et al. 2015; Lan et al. 2020)

En esta Tesis Doctoral también se realizaron un conjunto de experimentos para
analizar si las EVs de T. cruzi integran su carga de manera heterotipica a las
células de mamiferos mediante microscopia confocal. Como se describe en el
apartado de resultados, las células Vero cultivadas en presencia de las EVs
marcadas, incorporaron sefiales fluorescentes detectables durante un periodo
de hasta 10 minutos. Especulamos sobre la posibilidad de que la incorporacion
de las EVs por las células Vero pudiera ser consecuencia de la
complementariedad de varios mecanismos.

Como se ha descrito en algunas investigaciones con microscopia laser
confocal la captacion de EVs se puede visualizar directamente. El método mas
comun para detectar la absorcién de EVs implica el uso de colorantes
lipofilicos fluorescentes que permite tefiir las membranas de EVs como el
PKH67 y DiD. (Tian et al. 2010).

Las proteinas marcadoras de EVs como la tetraspanina CD63 (Verweij et al.
2018), una de proteinas mas abundantes en las EVs de mamiferos (Andreu
and Yéafiez-M6 2014) no pueden ser usadas para el caso de las EVs de T. cruzi,
por carecer de dichas proteinas tanto el parasito como las EVs liberadas por

él. Estas estrategias permiten etiquetar las EVs a partir de su biogénesis
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temprana y rastrearlos durante su liberacion o absorcion. Ademas, tienen una
vida media mas larga, lo que permite realizar experimentos de seguimiento de
EVs in vivo, como hemos hecho en los capitulos anteriores. También se han
desarrollado EVs portando luciferasa, principalmente para la obtencion
de imagenes de captacion de EVs in vivo (Hikita et al. 2018) . Sin embargo,
dado que el tamafio de EV esta por debajo del limite de resolucién de la
mayoria de las técnicas Opticas, todas estas técnicas no logran cuantificar la
absorcion de EV, ya que un grupo de EVs podria representar un solo punto en
la imagen (Toribio et al. 2019). También se debe tenerse en cuenta que los
estudios basados en la microscopia de fluorescencia, tienen una resolucion
limitada porque la longitud de onda de la luz visible es de aproximadamente
390-700 nm; por lo tanto, no se pueden distinguir las EV individuales o grupos
de vesiculas de menos de 390 nm de didmetro (Mulcahy et al. 2014)

Para discriminar claramente entre la union de EV a la superficie celular y su
captacion, se requieren imagenes con mayor resolucién, tal y como hemos
hecho en nuestros experimentos al complementar con otras microscopias
como TEM y AFM.

Durante los ultimos afios, se han desarrollado diferentes enfoques para la
aplicacion de imégenes Opticas a evaluaciones in vitro e in vivo de vesiculas
extracelulares. Estos enfoques varian desde métodos de ingenieria genética
para incorporar proteinas bioluminiscentes como proteina verde fluorescente
(GFP), hasta marcar directamente las EVs con colorantes lipofilicos
fluorescentes como lo hemos descrito y realizado en nuestros experimentos
con PKH67 y Bodipy. Actualmente, la integracion de fluoréforos lipofilicos,
como dialquilcarbocianina o colorantes PKH, en la membrana exosomal
representa la metodologia de etiquetado mas utilizada, debido a su simplicidad

y bajo costo (Gonzalez et al. 2021).
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En nuestros estudios para descartar el marcaje inespecifico del colorante
PKH67 y Bodipy a la célula, se realizaron varias centrifugaciones y lavados a
100.000 x g.

Otra consideracién importante es que los distintos tipos de colorantes pueden
conducir a diferentes patrones de tincion celular después de la absorcion. Los
colorantes lipofilicos se asocian con lipidos; por tanto, su destino esta ligado
a la membrana y al citosol, respectivamente. Algunos de los puntos son mas
brillantes que otros, lo que sugiere que pueden representar grumos de EVs
agregados (Sung et al. 2020).

Actualmente existe mucha controversia acerca del mecanismo por el cual los
EVs se incorporan a 6rganos y tejidos especificos. Por lo tanto, es importante
dilucidar como se internalizan los EVs en las células después de la interaccion
EVs-célula. Es posible que la endocitosis sea el principal mecanismo de
captacién de EVs. La endocitosis se puede dividir en al menos cuatro vias, que
incluyen endocitosis dependiente de caveolas, endocitosis dependiente de
clatrina, macropinocitosis y fagocitosis, y se ha descrito que estas vias son
importantes para la captaciéon de EVs. Sin embargo, se desconoce si el
mecanismo de captacion la EVs es diferente dependiendo de los tejidos o del
tipo de células con el que interacciona (Horibe et al. 2018).

Investigaciones en este sentido indican que la capacidad de captacion de EVs
es diferente segun el tipo de célula receptora, es decir que las EVs secretadas
de cualquier origen, se incorporan de forma no selectiva en las células
receptoras y que el mecanismo de captacion de la EVs es diferente
dependiendo de la célula (Horibe et al. 2018).

Para que las EVs se unan y estimulen la célula, ya sea desde el exterior a través
de las vias tradicionales de transduccion de sefiales, o después de fusionarse,

las EVs deben interactuar con la célula. Estudios de proteémica indican que
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EVs que tienen alto contenido de actina, y proteinas asociadas a la actina,
incluyendo componentes de la maquinaria de polimerizacion, mecanoenzimas
de miosina, proteinas que estabilizan o despolimerizan microfilamentos, y
proteinas asociadas a actina que participan en la regulacion de las integrinas,
que se unen estrechamente a la matriz extracelular, favoreciendo la unién de
las EVs a la matriz extracelular en ubicaciones especificas de células, 6rganos
0 tejidos (Holliday, Faria, and Rody 2019). Otros investigadores sugirieren
que las integrinas tienen un papel en el direccionamiento celular especifico de
los EVs de vertebrados. En particular, los EVs que expresan
ITGa \ B s parecen unirse especificamente a las células de Kupffer, mediando
el tropismo hepético, mientras que los ligandos ITGa s 3 4« €xos0mal e
ITGa s B 1€ unen a los fibroblastos y las células epiteliales residentes en los
pulmones, lo que regula el tropismo pulmonar. Estos mismos autores también
describen que las EVs de vertebrados, que tienen alto contenido en
tetraspaninas (TSPAN) (CD9, CD63, CD81, CD82, CD151) desempefian un
“rol” importante en la fusion exosomal con la célula diana. La mayoria de las
TSPAN también ejecutan su funcion en cooperacion con las integrinas (van
Dongen et al. 2016; Jones et al. 2018). En el caso de las EVs de T. cruzi, la
ausencia de TSPAN debe ser sustituida por otra serie de moléculas, que se
encuentren en la superficie de la EVs y tengan un papel de “linkers” con las
membranas de la célula a la que interaccionan. Pudiendo sugerirse que una de
las proteinas que deben jugar este papel, podrian ser las transialidasas, cuyo
“rol” en los procesos de adhesion a la membrana ya fueron descritos (Alves
and Colli 2007; da Fonseca et al. 2019; Nardy et al. 2016), proteinas que como
vimos en los experimentos del tratamiento de las EVs con proteinasa K, se
encuentran en mayor proporcion en la superficie de las EVs. Es importante

resaltar que en algunos experimentos la via de captacion utilizada por la célula
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receptora es la macropinocitosis y que esto va a depender, como ya se
menciono antes, del tipo de célula (Fitzner et al. 2011).

En nuestros experimentos se utilizaron células Vero para el estudio de la
captacién de EVs provenientes de tripomastigote de T. cruzi en diferentes
tiempos de interaccion. Para seguir el destino de los EVs, se marcaron
suspensiones de EVs purificados con el colorante PKH67 y Bodipy y se
agregaron a cultivos primarios de células Vero. Después de incubar los EVs
durante 1, 5y 10 minutos a 37 ° C, las células se fijaron y analizaron mediante
microscopia laser confocal. Observamos una internalizacion eficaz de los EVs
por parte de las células y observamos que las EVs estaban adheridos tanto a la
superficie celular en los primeros minutos de la interaccién como dentro de la
celula a medida que pasaban los minutos de contacto.

Al objeto de seguir el proceso de captacion y entrada se utilizaron anticuerpos
que marcaron diversas proteinas celulares (actina, tubulina, clatrina y
caveolina) permitiendo observar cambios morfoldgicos y estructurales como
es la formacion de filopodios, que también identificamos por otras técnicas,
y la despolimerizacion de los filamentos de actina como se observa en la figura
4.37 y tal como ya habia sido descrito previamente (Retana Moreira et al.
2019). Estos resultados también indican que la capacidad de captacion de EVs
es diferente segun el tiempo de interaccién y que se incorporaron de manera
eficiente en las células al observar diferentes planos 2D y 3D de las células
(Figura 4.37).

Luego comparamos la capacidad de captacién de EVs en células Vero al
marcar el citoesqueleto con anti -tubulina y encontramos que la captacion de
EVs marcados con Bodipy se incrementaba igualmente en el orden del tiempo,
(Figura 4.38).

328



Discusion

En los experimentos con actina y tubulina se analizé la reorganizacion de los
microtubulos y se cuantificaron las EVs marcando con los colorantes
lipofilicos, ya que ambos etiquetados dieron resultados equivalentes, como se
muestra en las graficas 4.17y 4.18.

Existen muchos estudios que entran en controversia con respecto a si la
captacion de las EVs es especifica del tipo celular y si implica fusion de
membranas o0 endocitosis. Por tanto, son necesarios mas estudios que evallen
otras vias como las dependientes de clatrina y caveolina con el objetivo de
esclarecer los mecanismos implicados en la captacion de EVs (Svensson et al.
2013).

La ruta endocitica mejor estudiada en células de mamiferos es la endocitosis
mediada por clatrina, que se caracteriza por una invaginacion creciente de la
membrana plasmatica y la formacion de fosas y vesiculas recubiertas de
clatrina. Ademas la cubierta de clatrina, da forma a una estructura enrejada y
facilita la flexion de la membrana plasmética, muchos otros factores
citosdlicos estan involucrados en la endocitosis mediada por clatrina y
contribuyen al inicio, progresion, escision o desensamblaje de las vesiculas
recubiertas de clatrina (Figura 5.1) (Bittel and Jaiswal 2019; McMahon and
Boucrot 2011; Tobys et al. 2020a)
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Figura 5.1.- Endocitosis (A) dependientes de clatrina o (B) dependientes de caveolina.
(A) Las vesiculas mas pequefias se absorben preferentemente mediante endocitosis
mediada por clatrina. (1) La internalizacion se produce en un sitio para el acoplamiento
de EV con la membrana plasmatica donde el ensamblaje de vesiculas recubiertas de
clatrina puede ocurrir por la deformacion de la membrana con la ayuda de las proteinas
adaptadoras asociadas a EV y clatrina. (2) Dynamin-2 se recluta en el hoyo de clatrina
donde forma una estructura en forma de collar para pellizcar el cuello del endosoma. (3)
Posteriormente, el endosoma internalizado se desenvuelve y la vesicula se transporta a
través de microtUbulos a la region perinuclear. (4) Alli se libera la carga de vehiculos
eléctricos.

(B) Las vesiculas méas grandes tienden a favorecer la via de endocitosis caveolar. Las
invaginaciones caveolares en la membrana se crean mediante la oligomerizacion de las
proteinas caveolina. (1) Una vez que la EV encuentra unas caveolas que conducen a la
internalizacion, se conecta con las caveolas. (2) En este sitio se reclutan proteinas como
Dynamin-2 y EHD2 para pellizcar el endosoma caveolar. (3) Posteriormente, el
endosoma caveolar se transmite de manera independiente de los microtubulos y libera
la carga de EV en el citoplasma. La tasa de internalizacion mediada por clatrina se
compara con la tasa de endocitosis mediada por receptores y es mas rapida que la
endocitosis mediada por caveolas (Bittel and Jaiswal 2019).

Investigaciones relacionadas a la captacion de EVs por diferentes células han

mostrado que la via de captacion de los EVs depende de la activacion de los
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receptores en las células receptoras. Estudios basados en datos experimentales
que utilizan inhibidores selectivos, herramientas moleculares y marcadores
especiales de endocitosis, han llegado a la conclusion que la endocitosis y
macropinocitosis mediadas por clatrina pueden estar implicadas en la
captacion de las EVs en diferentes tipos de células. Ambas vias pueden estar
mediadas por la activacion de receptores (Rappoport, Simon, and Benmerah
2004). La endocitosis mediada por clatrina implica la ingestion de receptores
asociados con sus ligandos, mientras que la macropinocitosis se produce
debido a ondulaciones de la membrana, desencadenadas por receptores
tirosina quinasas. Especificamente para la célula, muchos tipos de proteinas
y azucares de la superficie la EVs, pueden unirse a diferentes receptores,
induciendo una sefializacion compleja. La via de captacion que depende de la
sefalizacion es posiblemente especifica del tipo de célula. Es decir, al menos
dos tipos de activacion de sefializacion pueden estar involucradas en la
captacion de EVs (Tian et al. 2014).

En consecuencia, la cadena pesada de caveolina-1 y clatrina son
fundamentales para mediar la endocitosis dependiente de caveolas y la
endocitosis dependiente de clatrina, respectivamente. Para seguir indagando
acerca de la capacidad de las células Vero de captacion de EVs, examinamos
estas dos posibilidades o vias a través de los experimentos de confocal con
anti -clatrina y anti-caveolina, utilizando el mismo protocolo de tiempos de
interaccion entre las EVs y la célula receptora. Observamos una
internalizacion eficiente correlacionada con el tiempo (Figura 4.40 y Figura
4.42). Algunos estudios describen que la captacion eficiente de las EVs esta
asociada con una expresion abundante de caveolina-1 en las células Vero
(Horibe et al. 2018). A través de estos estudios se sabe que las EVs se

incorporan a las células por endocitosis y su capacidad de captacion es
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diferente dependiendo del nivel de expresion de la molécula relacionada con
la endocitosis. Como hemos mencionado ya, la endocitosis tiene vias
dependientes de caveolas y dependientes de clatrina, y la expresion de
caveolina-1 esta implicada en la endocitosis dependiente de caveolas en los
diferentes tipos de células receptoras. También se ha descrito que la
macropinocitosis estd involucrada en la captacion de EVs en otros tipos de
células, proporcionando mas pruebas de que el mecanismo de captacion de
EVs es diferente dependiendo del tipo de célula con la que interacciona
(Horibe et al. 2018).

Nuestros experimentos de microscopia laser confocal permiten la
visualizacion del intercambio de EVs con la célula Vero desde el primer
contacto hasta cuando se acumulan en la region perinuclear en el minuto 10,
(Figura 4.42) lo que sugiere una acumulacion en los compartimentos
posiblemente endolisosomales de las células.

Para finalizar nuestros ensayos con microscopia laser confocal utilizamos la
sonda Lyso-tracker para verificar el ingreso al citosol de las células Vero las
EVs marcadas (Figura 4.44). En consecuencia, las EVSs mostraron un bajo
porcentaje de colocalizacion en las células, ya que posiblemente este sea un
mecanismo alternativo utilizado por las EVs de T. cruzi, en conjuncién con
otra de las vias ya mencionadas.

Se analizaron los resultados indicando una superposicion significativa entre
los dos fluoréforos, lo que sugiere que las EVs fueron etiquetados
eficientemente por el tinte PKH67 (Figura 4.44). De hecho, la fluorescencia
dentro de una sola EVs muestra co-localizacion entre los colorantes, lo que
sugiere que la preparacion la EVs contiene EVs intactos rodeados por
membranas, lo que es un control del etiquetado e integridad de la membrana

de las EVs durante los ensayos. Los resultados indican que se encontraron
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EVs (amarillos) dentro de las células, lo que es sinonimo de co-
localizacion. El analisis mediante Fiji también indicé un moderado nivel de
internalizacion (Grafica 4.19). Se observaron puntos verdes que pueden
representar EVs dentro de la via endocitica. En una investigacién publicada
por (Eliaz et al. 2017) se determind que cuando los EVs se incuban con células,
no se acumulan en la superficie celular, sino que entran en las células en
minutos y se transportan como vesiculas intactas dentro de los endosomas. La
mayoria de estos EVs internalizados se mueven hacia los compartimentos
lisosomales (Heusermann et al. 2016).

Los resultados demuestran una clara localizacion de los EVs cerca o dentro de
los lisosomas y establecen que es posible que esta sea uno de los mecanismos
a través de la cual los EVs de T. cruzi puedan ser captados por las células
receptoras, pero quizas no el mas eficiente.

Tomados en conjunto nuestros resultados, se puede sugerir que las EVs de T.
cruzi al interaccionar con las células Vero siguen diferentes rutas
intracelulares que alcanzan distintos compartimentos subcelulares. Sin
embargo, se valoraron otros enfoques experimentales para validar esta
suposicion.

Para contrastar y complementar los resultados de captacién de EVs de
microscopia confocal, se realizd6 microscopia electronica de transmision
(TEM) con el reconocimiento de anticuerpos especificos como anti- trans-
sialidasa y otros ya analizados por confocal como la clatrina y caveolina, pero
en ensayos con inmunolicalizacion con nanoparticulas de oro coloidal.

Con el fin de obtener datos definitivos y confirmatorios de los mecanismos de
captacién de las EVs por la célula receptora realizamos una serie de

experimentos utilizando células Raw 264.7, ya que se sabe que son un modelo
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de macrdfagos y tienen gran capacidad de pinocitosis y fagocitosis (Taciak et
al. 2018).

El inmunomarcaje con TEM utilizando anticuerpos anti-trans-sialidasa,
mostré el reconocimiento de proteinas en la superficie de las EVs.

En resultados de inmunotransferencia ya analizados en este capitulo, se
identificd anticuerpos con reconocimiento en EVs nativas y tratadas con la
enzima proteinasa K, demostrando la diferencia entre la presencia y ausencia
de proteinas en la superficie de las EVs.

A través TEM también se ha realizado el inmunomarcaje con el anticuerpo
anti- trans-sialidasa (mAb 39) en EVs y EVs tratadas con proteinasa K.

Las EVs no tratadas presentaron tamarios consistentes con los rangos descritos
previamente por otros estudios (Bautista-Lopez et al. 2017).

El tratamiento con proteinasa-K evidenci6é una modificacion de la morfologia
y tamafo de las EVs como consecuencia de la perdida de la integridad de las
proteinas de la superficie, en comparacion con las EVs no tratadas que
mantuvieron su membrana intacta (Figura 4.31).

Con marcaje simple con particulas oro coloidal de 18 nm para anticuerpos
anti-T. cruzi total se hizo la colocalizacion de EVs interaccionando con la
membrana plasmatica en los primeros minutos y posteriormente se observaron
en el interior de las células Vero (Figura 4.32). Con estos mismos protocolos
se realizo la interaccion de EVs con macréfagos, con doble marcaje para el
anticuerpo anti-trans-sialidasa con particulas de 10 y 18 nm, se pudieron
observar las EVs de T. cruzi interaccionando con la membrana celular en el
primer minuto y de igual manera en el interior de la célula, pasado los 10 min
(Figura 4.33). Para el anticuerpo anti-clatrina se obtuvieron resultados
compatibles con una posible fagocitosis (Figura 4.34)
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En el caso del anticuerpo anti-caveolina, se observa las EVs interaccionando
en los primeros minutos con la membrana celular y, posteriormente, dentro de
estructuras que se asemejan a caveolas y otras vesiculas intracelulares
distribuidas a lo largo el cuerpo celular (figura 4.35)

Estos resultados sugieren que la captacion de EVs de T. cruzi por las células
podrian ser por vias simultaneas, es decir por endocitosis mediada por clatrina
y probablemente por medio de macropinocitosis, tal como se describe en
varios estudios de procesos cancerosos y autoinmunes (Fitzner et al. 2011;
Tian et al. 2014; Tobys et al. 2020b).

No obstante, con la posibilidad de visualizar de forma directa y con resolucién
manomeétrica muestras bioldgicas, en nuestro caso EVs de T. cruzi, utilizamos
Microscopia de Fuerza Atdémica. Aplicando condiciones in vivo, casi
fisioldgicas, fue un desafio debido a las dificultades experimentales que este
tipo de estudios representan. Sin embargo en nuestros ensayos la aplicacion
directa en la observacién tanto de EVs con caracteristicas ya descritas, como
de células Vero observadas con alta resolucion espacio-tiempo (Figuras 4.45
y Figura 4.46) proporcion6 amplia informacion, tanto de las funciones
celulares como de morfogénesis a escala manométrica de filopodios, bordes
de membranas, formaciones de hendiduras y endocitosis en células
(Henderson, Haydon, and Sakaguchi 1992; Thomas et al. 2013). En este
trabajo, hemos planteado el estudio de la interaccion EVs-célula mediante
AFM, con el fin de profundizar en el mecanismo a través del cual se produce
la captacion de las EVs por la célula receptora e intentar una mejor
comprension de los procesos detallados de la dinamica y morfologia de la
misma (Zhang et al. 2017).

Los resultados del andlisis de imagenes obtenidas a diferentes tiempos de

incubacién muestran, en general, bordes irregulares de la membrana y
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extension o retraccién de los filopodios durante al menos 10 minutos de
contacto, ya que la adicion de las EVs activa la dindmica de la membrana en
el borde por donde entran en contacto con la célula (Figura 4.47).

Pasados varios minutos de interaccion entre EVs y células, la formacion de
filopodios es mas evidente y pronunciada (Figura 4.48). Especificamente, la
altura del borde de interaccion se incrementd y se hizo mas sobresaliente
(alturas entre 30-90 nm). Ademas, aparecieron algunas EVs en la superficie
celular, lo que implica que los eventos de captura estdn ocurriendo
posiblemente, por endocitosis o fagocitosis, tal y como inducen a pensar
algunas imagenes (Figura 4.49) y que puede existir una despolimerizacion de
actina en la superficie celular consecuencia de la formacion de los filopodios
(alturas de borde de célula entre 30-50 nm) y ya observados con EVs de T.
cruzi (Figura 4.48C) (Retana Moreira et al. 2019).

Por lo tanto, el estudio mediante AFM de los experimentos de interaccion de
EVs en el borde de la membrana celular, permitio visualizar directamente la
dindmica morfologica que se origina en las mismas, a partir de la
despolimerizacidon de actina y que ya conocemos por estudios previos con EVs
(Garcia-Silva et al. 2014), asi como la formacion de los filopodios por la
interaccion que se produce para su respectiva internalizacion (Heusermann et
al. 2016; Reclusa et al. 2020). Asimismo, hemos observado la dindmica de
captacion en el centro de las células donde posiblemente las EVs ya estén
internalizadas y cubiertas por la membrana celular, debido a que las alturas de
las mismas aumentan (400-425 nm), tal y como se observa en la Figura 4.49A,
a medida que progresan los minutos de interaccion EVs-célula, las
exovesiculas se internalizan y se observan estructuras que pasan a ser cada vez
menos visibles debido a que la membrana celular las recubre. Sin embargo,

esta idea contrasta con los resultados observados en los primeros minutos de
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interaccion donde se muestran crecimientos de protuberancias en direccion
vertical en la superficie celular ya observados en SEM y en la superficie de la
membrana, ademas de la aparicién de una estructura granular en los bordes
(Figura 4.49B). En algunas zonas, también se observd la formacion de
pequefias hendiduras relacionados con la actividad celular para la captacion e
internalizacion de las EVs.

Por tanto, podemos sugerir que los hoyos o hendiduras observados en la
superficie celular estan estrechamente asociados con un proceso de recepcion
de exovesiculas por endocitosis, que se puede explicar atendiendo al analisis
de los perfiles de altura en la figura 4.50. En dichos graficos, se muestra
claramente un incremento de altura al transcurrir algunos minutos desde el
inicio del experimento, que podria justificar la internalizacion de las EVs Yy la
formacion de protuberancias, lo que nos lleva a plantearnos la hipétesis de que
un significado bioldgico de la endocitosis puede ser la formacion de filopodios
para endocitar las EVs. No obstante, debemos mencionar que algunos autores
sugieren la idea de que la mayoria de esas protuberancias se producen por la
interaccion con microvesiculas y que las hendiduras podrian ser causadas por
la fusion de EVs con la membrana plasmatica. (Casado, Del Val Toledo Lobo,
and Paino 2017).

En la bibliografia existen opiniones divergentes, como ya hemos discutido,
sobre el método por el cual se produce la internalizacion de las EVs, ya sea
por fusion, endocitosis mediada por receptores, macropinocitosis 0
fagocitosis. Sin embargo, los dos primeros métodos pueden representar
mecanismos viables para la captacion de EVs en nuestros experimentos:

Una vez analizada la interaccion EVs-célula a través de AFM vy, para una
mejor comprension de las interacciones intermoleculares, fue fundamental

profundizar en el estudio de las interacciones entre moléculas (EVs-
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anticuerpos). En este sentido, los experimentos de Reconocimiento Molecular
llevados a cabo funcionalizando las puntas de AFM con un anticuerpo, lo que
nos proporcionod informacion para establecer relaciones y comparaciones en
los procesos de interaccion entre anticuerpos, IC y EVs.

En resumen, los resultados de este trabajo han demostrado que la técnica de
espectroscopia de fuerzas de AFM se puede utilizar para estudiar las
interacciones dindmicas entre las EVs y anticuerpos, asi como para localizar
el tipo de molécula involucrada en esas interacciones (proteinas) que no
pueden ser detectadas por otras vias.

En este sentido, el analisis de las curvas de Fuerza Distancia (F-D) comienza
desde la distancia infinita entre ambas moléculas que deben interaccionar,
hasta el momento en que la punta se acerca a la muestra con una fuerza
creciente y ambas entran en contacto. La atraccion de la punta funcionalizada
con un anticuerpo anti-trans-sialidasa hacia la superficie de una muestra
depositada sobre mica (EVs o IC, segun el caso) requiere grandes fuerzas, lo
que provoca la flexion del cantilever. La retraccion de la punta produce un
salto (picos en la curva) que indica que se ha producido la separacién entre la
punta y la muestra y que nos da idea de la magnitud de esa interaccién, ya que
esto significa la ruptura del enlace entre dos moléculas que interactian. La
longitud especifica del pico indica la fuerza que se puede atribuir a una
interaccion especifica. En este sentido, podemos establecer diferentes
resultados para los tres tipos de experimentos propuestos. La grafica 4.19, es
un ejemplo que nos permite comprender como es la correspondencia entre las
curvas F-D y los procesos de reconocimiento entre moléculas que tienen lugar

en nuestros experimentos.
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Posteriormente, el analisis exhaustivo de las curvas F-D nos ha permitido
comparar fuerzas de interaccion entre moléculas y, por tanto, concluir acerca
del trabajo de adhesidn realizado en los distintos experimentos.

La fiabilidad de las fuerzas de adhesién medidas se eleva cuando comparamos
varias muestras y varias repeticiones de las mismas. Asimismo, los resultados
obtenidos tanto en experimentos de control como de bloqueo realizados con
IC y EVs tratados con proteinasa K, han sido significativos para concluir que
dichas fuerzas de adhesion no existen en ninguno de estos casos (Figura 4.51C
y 4.51D), como se comprueba tras registrar varios cientos de curvas de fuerza,
en diferentes localizaciones de esas muestras.

Para los estudios de interaccion se utilizaron tres tipos de muestras: EVs, EVs
tratados con proteinasa K e IC (IgG-EVs) fijados, los cuales presentan una
morfologia superficial bastante diferente entre ellas, como se muestra en la
Figura 4.51. También se utilizaron puntas funcionalizadas con anti-trans-
sialidasa (mAb 39) y se probaron diferentes formas de union de dicho
anticuerpo con el linker (PEG), con y sin proteina A de Staphylococcus
aureus, con el objetivo de diferenciar si la direccionalidad de dicha unién al
linker mejoraba en un caso frente a otro. Los EVs tienen proteinas de
superficie del grupo de las TS (grupos I-111) (Bautista-Lopez et al. 2017;
Brossas et al. 2017b; Paranaiba et al. 2019), entre otras, mientras que estas
mismas EVs, después de ser tratadas con proteinasa K, presentan una
superficie plana y lisa (Figura 4.51C) al eliminar las proteinas de superficie
con el tratamiento enzimatico. Las interacciones EVs-anticuerpo podrian estar
determinadas por la presencia de estas proteinas de superficie con sus
respectivos receptores de membrana, que estan presentes en las EVs de T.
cruzi (Bayer-Santos et al. 2013; Nardy et al. 2016; Nogueira et al. 2015;

Ribeiro et al. 2018), un hecho notable que hace que la morfologia de la
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superficie juegue un papel importante en las interacciones entre las EVs y el
anticuerpo. Mas concretamente, en los experimentos llevados a cabo en este
trabajo, estas proteinas son la razon de la existencia de areas especificas de
contacto y, en consecuencia, de la existencia de interaccién EVs-anticuerpos.
Todo lo dicho anteriormente, nos permite concluir que la morfologia y
alteraciones en la superficie de las EVs tiene un fuerte impacto en las curvas
de F_D obtenidas y, por tanto, en la fuerza de adhesion entre moléculas. Los
diferentes perfiles de las curvas F_D, con mas saltos de adhesion en el caso de
EVs sin tratamiento con proteinasa K (Figura 4.51A y 4.51B) muestran una
mayor interaccion EVs-anticuerpo, posiblemente debido a la presencia de un
gran numero de este tipo de proteinas antigénicas en la superficie, por tanto en
estos casos podemos afirmar que existen procesos de reconocimiento entre
moléculas, mientras que esto no es posible ni visible en la misma medida para
los EVs tratados con proteinasa K o en el inmunocomplejo fijado (Figura
451C y 4.51D).

La Figura 4.52, muestra la Fuerza Maxima de adhesion y el Trabajo de
Adhesién para todos los experimentos realizados. Se observé una menor
adhesion a los EVs cuando se utilizé una punta funcionalizada con proteina A,
si lo comparamos con el experimento en el que se usdé una punta
funcionalizada directamente con el anticuerpo sin la proteina A. También se
observé una baja, casi nula, adhesion entre los EVs tratados con proteinasa K
y en el inmunocomplejo fijado en los experimentos de control. Estos
resultados apoyan la conclusion de que la interaccion entre las EVs y el
anticuerpo anti-transialidasa esta mediada por las proteinas de superficie como
laTS. Por el contrario, la presencia de esas proteinas provoco un mayor trabajo
de adhesion entre EVs y anticuerpos con o sin proteina A (Figura 4.52B),

sugiriendo que la adhesion estd dominada por enlaces establecidos con las
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proteinas de superficie de las EVs. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
al eliminar esas proteinas de la superficie (EVs tratados con proteinasa K) o
bloquear la unién con mas anticuerpos (inmunocomplejo fijado), disminuye
notablemente la adhesion, pero no elimina por completo la posibilidad de
unién a los anticuerpos (Figuras 4.52A y 4.52B), lo que indica que también
tienen lugar algunas interacciones inespecificas entre las superficies de estas
moléculas (Anticuerpo-Inmunocomplejo).

Debemos afiadir que también se ha observado una adhesién ligeramente méas
fuerte entre el inmunocomplejo no fijado y el anticuerpo anti transialidasa
cuando llevamos a cabo un intento de blogqueo o experimentos de control.
Aunque podriamos afirmar que no existen sitios especificos para el proceso de
unién entre un inmunocomplejo y un anticuerpo, en principio, las
interacciones entre los IC fijados o no y el anticuerpo anti transialidasa no
deberian tener lugar. Sin embargo, la unién rapida e inespecifica no puede
verse obstaculizada cuando los anticuerpos no ocupan por completo la
superficie de un inmunocomplejo y estas posiciones de union no estan
bloqueadas. A pesar de estos resultados, las fuerzas de atraccion y, en
consecuencia, la fuerza de adhesion para el inmunocomplejo no fijado
disminuyeron en comparacion con los experimentos con EVs (Figura 4.51Ay
4.51B con respecto a la Figura 4.52A y 4.52B).

A pesar de que existe bibliografia (Saha, Bender, and Gizeli 2003) que apunta
hacia la posibilidad de que en una comparativa de las cinéticas de equilibrio
y determinacion de constante de union de la 1gG a las proteinas G y A, se
apunta a que la constante de asociacién entre IgG y Proteina G es cuatro veces
mayor que entre IgG y la Proteina A.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que este anticuerpo constituye el

Unico inhibidor submicromolar conocido de la actividad catalitica de TS, y
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que reconoce las TS de T. cruzi con alta especificidad y afinidad
subnanomolar (Buschiazzo et al. 2012), de ahi que lo hayamos utilizado en

nuestros experimentos.
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1. Los estudios epidemioldgicos llevados a cabo en la zona rurales
Chararé, Republica de Panama, sobre parasitacion de T. cruzi, revelan
que el 42.3 % de los individuos estudiados fueron positivos por al
menos tres de las técnicas de diagnostico recomendadas. En dichos
estudios se puso de manifiesto que las pruebas molecular por PCR del
ADN circulante en suero constituye una técnica de confirmacion y de
nuevos diagnostico de la enfermedad de Chagas. Dichos pacientes se
pueden considerar crénicos dado que no se evidencio la presencias de
formas tripomastigotes en la muestras de sangre analizadas.

El ADN circulante de los pacientes permitio la identificacion de la
unidades discretas de (UDTSs), lo que confirma que la Tcl es la
principal causante de la parasitacion en esta region. Sin embargo se
han evidenciado por primera vez en el area Centroamérica la
existencia de otras UDTs que afectan a humanos, (Tc Il, Tc Vy Tc
V1) que pudieran alterar los cuadro clinicos en los pacientes.

La presencia de dichas cepas podria correlacionarse por ser un area
geogréfica de bioconexion humana y animal entre América del norte
donde se encuentra Tcl y Sur América donde coexisten las 6 diferentes
UDT descritas en la bibliografia.

Las condiciones sociodemogréaficas donde se desenvuelve la poblacion
humana estudiada podrian ser determinante para los elevados
porcentajes de parasitacion encontrados.

2. Los ensayos inmunoenzimatico en los que se usaron los antigenos
procedentes de los exosomas liberados in vitro por las formas
infectante de T. cruzi, mostraron una elevada positividad para todo los
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sueros de los pacientes cronicos estudiados, incluidos aquellos en lo
que otras pruebas comerciales inmunolégicas mostraron resultados
dudosos o negativos. Por lo cual dichos antigenos presentes en los
exosomas podrian ser utilizados como antigenos confirmatorios de la

parasitacion por T. cruzi.

En los sueros de los pacientes analizados se confirma la presencia de
inmunocomplejos formados por EVs- inmunoglobulina del
hospedador. Dicha EVs contienen antigenos del parasito que son
reconocidas por anticuerpos anti- T. cruzi, lo que confirmaria de una
manera directa la presencia de parasitos en los enfermos chagasicos
cronicos y podria constituir una técnica confirmatoria de la

parasitacion.

El aislamiento y posterior disgregacion de los inmunocomplejos
encontrados en los sueros de los pacientes chagasicos, confirman que
las inmunoglobulinas que corresponden a la subclase 19G2 e 1gG4, son
las que se encuentran de forma mayoritaria ligados a dichas

exovesiculas.

El pool de sueros chagasicos crénicos de los pacientes panamefios,
reconocen una banda de aproximadamente 80 kDa en las exovesiculas
circulantes en los sueros de los pacientes cronicos, que también es

reconocida en los exosomas de T. cruzi liberados in vitro.

La administracion de exosomas de T. cruzi liberados in vitro e
inoculados via intravenosa en ratones CD1 y el estudio de la

biodistribucion en los diferentes drganos, muestra que
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mayoritariamente y de forma rapida se acumulan tanto en higado como
en bazo. Como posible consecuencia de la captacion por parte de las
células del sistema reticuloendotelial existentes en dichos 6rganos.
Detectandose en menor medida en otros 6rganos pertenecientes al

aparato digestivo especialmente estbmago e intestinos.

Los mayores indices de fluorescencia correspondiente a los exosomas
marcados con un colorante fluorescente, fue en aquellas formulaciones
donde los exosomas fueron tratados térmicamente a fin de inactivar el

“cargo” que portan.

Cuando la inoculacion a los ratones se realizd con exovesiculas, o
inmunocomplejos formados in vitro con inmunoglobulinas G
purificadas de ratones inmunizados frente al parésito, se pudo
comprobar que la “inactivacion” por calor de los exosomas, hace que
los niveles de fluorescencia se mantengan en los érganos por méas
tiempo. Lo que sugeriria que la captacion de las exovesiculas es un
proceso en el que participa no solo la célula, sino también los
componentes de las propias exovesiculas.

En los grupos experimentales en donde se administro bajo la
formulacion de inmunocomplejos la captacion y deposito en los
organos en los que se deposita, fue mas rapida que cuando la
inoculacién se llevo a cabo con exosomas libres, incluido aquellos que
se depositaron nivel de la pared intestinal, lo que podria indicar una

facilitacion de la captacion favorecida por las inmunoglobulinas.
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El tipo de respuesta inmune que levantan las exovesiculas en los
organos higado y bazo podrian recordar la respuesta que muestran los
individuos afectados por la enfermedad de Chagas.

Dicha respuesta depende del tipo de formulacion administrada y del
organo. Observandose que las exovesiculas “nativas” e “inactivadas
por calor” levantan una repuesta inflamatoria Thl con elevacion de IL-
2, IL-12, al igual que en bazo en donde se inducen la expresion relativa
de IL-12, INF-y y TNF-a. Dicha elevacion de Thl contrasta con la baja
expresion de la respuesta Th2 en bazo, destacando en higado la
expresion de las IL-4, IL-10, TGF-B y en el bazo IL-15y TGF-f. Cabe
destacar en este ultimo 6rgano una elevada respuesta Th9 desde las
primeras 24 horas post inoculacién. La respuesta Thl7 se manifiesta
con una elevacion de IL-17 e IL-25 en bazo, mientras que en higado

se muestra la expresion de IL-21 e IL-23, junto a la I1L-25.

Cuando las EVs fueron pre tratadas térmicamente se aprecia la elevada
respuesta Th1 con una mayor expresion de las IL-12, INF-y y TNF-q,
este ultimo fundamentalmente en bazo. En dicho 6rgano se destaca la
mayor expresion relativa de la IL-15 y TGF-$ correspondientes a una
respuesta Th2 compensatoria. Los niveles de expresion de Th9 se
observa mas claramente en bazo que en higado, al igual que la
elevacion de la IL-25, interleucina reguladora de la expresion de la IL-
15.

La inoculacion de las EVs bajo la formulacién de inmunocomplejos
reveld, en higado que las mayores tasas de expresion se producen en
las primeras horas tras la inoculacion, destacando la respuesta Thl

acompafiada de una respuesta Th2 con elevacion de IL-4, IL-15 y
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TGF-p en higado. Al igual que ocurria anteriormente se produce
expresion de 11-9 y una mayor expresion de 1L-21 y IL-25, mientras
gue en bazo, mayoritariamente pero retrasada en el tiempo se expresa
una respuesta inflamatoria Thl acompariada de el incremento IL-13,
IL-15 y TGF-B, respuestas Th2 compensatorias para la Thi, al igual
que ocurria cuando se inocularon la exosomas libres, donde la
respuesta Th9 se produjo en las primeras horas de la inoculacién. Cabe
destacar la expresion de IL-17 en bazo, que hasta este momento no
habia sido detectada. De igual manera, nuestros resultados denotan la
expresion de I1L-21, IL-25, e IL-38, esta Gltima, a la que se le atribuyen
efectos antinflamatorios.

La mayor expresion de interleucinas que se produce en el higado,
podria ser consecuencia de la facilitacion de la captacion por parte de
las celulas de Kupffer en dicho d&rgano ejercida por las

inmunoglobulinas.

La formulacion de inmunocomplejos con exosomas tratados
térmicamente demuestran la existencia de una elevada expresion de
respuesta Thl en los dos 6rganos estudiados, con aumento de las
interleucinas marcadoras de la respuesta Thl en higado,
especificamente el TNF-o. Como respuesta Th2 se aprecian una
elevacién en bazo de TGF-B y la elevacion de IL-17 en bazo que
asemejaria la respuesta que se describe para los enfermos chagésicos.
Curiosamente destaca en higado la elevacion de la expresion de la IL-
25y IL-38. La primera estimula una respuesta Th2 y la IL-38, a la cual
se le atribuye la funcion biolégica de inhibir las respuestas
inflamatorias que se producen en especial de la Thl. De estos

resultados podria concluirse que una formulacién basada en
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14.

inmunocomplejos formados con exosomas inactivados por calor
podrian constituir un método de estimulacion de interleucinas que
pudiesen favorecer la homeostasis inmunoldgica en la enfermedad de

Chagas.

Al evaluar la respuesta inducida por las exosomas 0 exosomas
formando inmunocomplejos, se encontr6é que la respuesta inmune en
general que levantan es cuantitativamente menor, en comparacion a
cuando los exosomas fueron “inactivados” por calor, lo que indicaria
que algunos componentes termolabiles en los exosomas, son capaces
de inhibir la respuesta inmune, constituyendo un mecanismo
inmunomodulador del parésito frente a la respuesta inmune del

hospedador

. La caracterizacion por diferentes instrumentacion en la que se
incluye la microscopia Optica confocal, Microscopia Electronica de
Transmision, Microscopia Electronica de Barrido y Microscopia de
Fuerza Atomicay tras la puesta a punto de una nueva metodologia que
permite el reconocimiento de dos antigenos simultdneamente mediante
anticuerpos con doble marcaje con oro coloidal, procedimos a estudiar
los mecanismos e interaccidn de exosomas de Trypanosoma cruzi con
las células. De los cuales se concluye, que tras la interaccion de los
exosomas con las membranas celulares, se inducen la aparicion de
lamelas o cavidades en la superficie membranal de la célula, proximas
a los exosomas del parasito, teniendo lugar algunas de estas
interacciones en la base de filopodios como proceso previo a un
mecanismo de entrada. Dicha internalizacion puede considerarse que

tiene lugar mediante diferentes mecanismos, entre las que se
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15.

16.

encuentran la  fagocitosis y pinocitosis, que llevarian a la
internalizacién de los exosomas cuando entran en contacto con la

membrana de la célula.

Con los estudios de microscopia laser confocal se confirma una serie
de alteraciones celulares: i) La desorganizacion del citoesqueleto de
actina. ii) La interaccion de los exosomas marcados o sus agregados
con filamentos de tubulina. iii) La participacién tanto de la clatrina
como caveolina celulares, lo que confirmarian los mecanismos de
internacionalizacion observados por Microscopia Electronica de
Transmision. iv) La intervencion de los lisosomas celulares y la
acumulacién de los exosomas marcadas, y del colorante de marcaje de
los mismos en el citoplasma celular, lo que podria indicar la liberacién

del cargo de los exosomas en el interior de los fagolisosomas.

Con objeto de complementar el trabajo de interaccion de exosoma-
celula, se han llevado a cabo estudios de reconocimiento molecular de
algunas de las proteinas implicadas en la adhesion de los exosomas a
las membranas de las células, entre las que se encuentran las trans-
sialidasa. Al objeto de reconocer especificamente dichas proteinas en
las membranas de los exosomas, los cantilevers del microscopio de
Fuerza Atdmica con anticuerpos monoclonales frente a dicha enzima.
Poniéndose de manifiesto que existe un reconocimiento y union
especifica con una fuerte fuerza de adhesion entre el anticuerpo y los
exosomas, lo que no ocurre cuando las proteinas de la superficie de los
exosomas fueron eliminadas tras el tratamiento con proteasas, lo que
demostraria que parte del epitopo reconocido de dicha enzima se

encuentran en la superficie de los exosomas.
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