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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una patologia endémica en América Latina y sin
un tratamiento eficaz, causada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T.
cruzi). Es un problema mayor de salud identificandose actualmente entre 8 a 9 millones
de infectados, de los cuales aproximadamente un 30% desarrolla sintomatologia. Sin
embargo, la infeccion se ha globalizado durante los Gltimos afios, confirmandose sobre
300.000 sero-positivos en Estados Unidos y varias decenas de miles en Europa, Asia y
Oceania. Esto se debe a que, aunque T. cruzi es normalmente transmitido por insectos
triatominios infectados, se ha descrito la transmision por transfusion sanguinea,
trasplante de érganos, infeccién congénita y consumo de alimentos contaminados con
el parasito. En el ciclo de vida de T. cruzi se pueden identificar 3 etapas principales:
amastigote y epimastigote, que cumplen funciones replicativas en el hospedero
mamifero y en el insecto vector respectivamente, y la forma tripomastigote, encargada
de infectar células eucariontes. Calreticulina de T. cruzi (TcCRT), es una proteina de
45 kDa, aislada, clonada y caracterizada en el Laboratorio de Inmunologia de la
Agresion Microbiana (LIAM), de la Facultad de Medicina de nuestra Universidad. Se ha
demostrado que TcCRT es translocada a la zona de emergencia flagelar de los
tripomastigotes, donde captura C1, primer componente de la via clasica del sistema del
complemento. En el humano, esta sefal es caracteristica de células apoptoéticas. Es
por esto que al capturar Cl, se reclutan macréfagos para fagocitar a los
tripomastigotes. Una vez dentro de estas células, el pardsito escapa de la vacuola
parasitéfora, y comienza a diferenciarse, iniciando el proceso de infeccion del huésped.
Junto a esto, la interaccion entre TcCRT y C1 impide la activacién del sistema del
complemento del hospedero, disminuyendo la lisis del parasito por este medio.
Resultados obtenidos previamente en LIAM muestran que TcCRT se expresa
marginalmente en la membrana plasmética de la forma epimastigote del clon Dm28c.
En base a esto, se propuso como Hipétesis de Trabajo de esta Memoria de Titulo, que,
al incubar epimastigotes con rTcCRT, se promueve su penetracibn a las células
hospederas mamiferas. Los principales resultados obtenidos sefialan que: i)
epimastigotes unen rTcCRT en su membrana, posiblemente mediante alguna proteina
gue sirva de anclaje, ii) el tratamiento con rTcCRT en presencia 0 ausencia de Clq
conlleva a un aumento en la penetracién del parasito en fibroblastos que expresan
CRT, iii) la ausencia de CRT en la membrana de la célula hospedera lleva a una
disminucion en la penetracion de los parasitos. En el contexto del epimastigote, puede
que la falta de translocacion de TcCRT sea el factor principal para que esta forma
presente menor resistencia a lisis por el complemento y falle en desarrollar el ciclo
infectivo en el mamifero.



SUMMARY

Chagas’ disease is an endemic pathology in Latin America, caused by the
hemoflagelated protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi), and still with no available
effective treatment. It has become a major health problem, with 8 - 9 million
seropositive people, with 30% of them developing symptoms. In the last few years, the
infection has globalized, with 300.000 people infected just in the USA, and tens of
thousands in Europe, Asia and Oceania. Although T. cruzi is usually transmitted
through the bite of Triatominae insects, blood transfusion, organ transplants or
congenital infection have also been described. In the parasites life cycle, 3 principal
different stages are identified: Replicative amastigotes and epimastigotes, present in
the mammal host and Triatominae vector respectively, and trypomastigotes, which
infect eukaryotic cells. T. cruzi Calreticulin (TcCRT) is a 45 kDa protein, isolated, cloned
and characterized in the Immunology of Microbial Aggression Laboratory (LIAM),
Faculty of Medicine, University of Chile. Later, it was demonstrated that TcCRT is
translocated from the ER to the flagella emergence zone where it captures C1, the first
component of the classical pathway of the complement system. In humans, this
interaction is characteristic of apoptotic cells. Once C1 is captured, macrophages are
recruited and phagocytose the trypomastigotes. Once inside the cell, the parasites
escape the parasitophorous vacuole and start dedifferentiation, leading to the
amastigote stages, which will finally differentiate into infective trypomastigotes. Upon
TcCRT binding to C1, inhibition of the complement system activation occurs, with a
decrease in parasite lysis. According to previous observations in our laboratory, TCCRT
is expressed marginally on the plasmatic membrane of the studied epimastigote form.
Taken all together, these facts allow us to propose the following Working Hypothesis:
Incorporation of exogenously added rTcCRT onto epimastigotes will promote their
penetration into mammal hosts cells. The main results obtained show that: i)
epimastigotes bind rTcCRT to their cellular membrane, by a still unidentified membrane
protein that works as an anchor, ii) rTcCRT-treated epimastigotes, in the presence or
absence of Clqg, promote an increase in parasite penetration into CRT expressing
fibroblasts and iii) the absence of CRT in the host cell correlates with a decrease in
parasite penetration. In the epimastigote context, it could be proposed that the lack of
TcCRT translocation is an important reason why this form is more easily destroyed by
the complement system, and for their incapacity to infect host cells.



INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Chagas:

La Enfermedad de Chagas es una enfermedad crénica y sin un tratamiento
totalmente efectivo, identificada por primera vez en 1909 por el Dr. Carlos Chagas (1).
Actualmente, es considerada endémica en la region comprendida entre la frontera de
México con Estados Unidos y la sexta regiéon de Chile. Se han identificado
aproximadamente 8 a 9 millones de infectados en América Latina y el Caribe, de los
cuales aproximadamente un 30% desarrolla sintomatologia (2). Debido a fenémenos
migratorios, entre otros procesos, esta enfermedad ha comenzado a reportarse fuera
de la zona endémica, llegando a identificarse cerca de un milldon de infectados en

EEUU, y cerca de cien mil en el resto del mundo (3).

El agente etiolégico es el protozoo intracelular hemoflagelado Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), que es transmitido a los huéspedes mamiferos a través de la picada de
los artropodos de la familia Triatominae, como la Vinchuca. En Chile se han descrito
tres especies principales: Triatoma infestans, Mepraia spinolai, y Mepraia gajardoi, que
transmiten el parasito en los ambientes domiciliario, silvestre y costero,

respectivamente (4-6).

Esta enfermedad presenta etapas aguda y cronica (7). La aguda aparece unos
pocos dias después de la picada. El huésped sufre de fiebre, dolor de cabeza,
muscular, y escalofrios. Dentro de la sintomatologia inicial, el signo de Romafa es
caracteristico, siendo una muestra del sitio de ingreso del parasito al organismo (8).
Dura aproximadamente 30 dias, donde se puede observar una alta parasitemia y
parasitismo celular. La etapa crbonica se da en aproximadamente un 30% de los
infectados, y presenta una sintomatologia y duracién variables. Los principales
sintomas son cardiomegalia, megacolon, megaeso6fago, y algun grado de lesiones

nerviosas periféricas (9-12).



1.2 Trypanosoma cruzi:

T. cruzi es un organismo unicelular, con estructuras caracteristicas de las
células eucariontes. Esto es, nucleo rodeado de membrana, membrana plasmatica,
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico (RE). Sin embargo, ha desarrollado ciertos
rasgos caracteristicos, como una sola mitocondria y un DNA ligado a una estructura
sub-organelar llamada kinetoplasto (12). También presenta vesiculas llamadas
glicosomas, en donde el parasito realiza la glicélisis. Su citoesqueleto también es
caracteristico, ya que presenta microtibulos y microfilamentos de actina. Estos tltimos
presentan un grado de unién a DNAsa | poco frecuente entre eucariontes superiores y
aun no se determina de manera adecuada qué estructuras forma (13). Posee un solo
flagelo, cuyo largo varia desde 2 hasta sobre los 20 um, dependiendo de la etapa del
ciclo de vida en que se encuentre (12, 14). Dentro del ciclo biolégico se identifican
principalmente 3 etapas: epimastigote, amastigote, tripomastigote (Fig. 1). La forma
epimastigote, estd presente solo en el vector triatominio, tiene propiedades replicativas
y no desarrolla infeccion en caso de entrar en contacto con un huésped mamifero. La
forma amastigote es replicativa, esta presente en el huésped mamifero y participa en el
proceso infectivo (15). Por dltimo, la forma tripomastigote es la forma infectiva y no
replicativa (3, 16). Dependiendo el origen (ya sea epimastigote o amastigote),

adquieren caracteristicas morfolégicas distintas (17)

Figura 1: Trypanosoma cruzi
presenta tres estadios
principales dentro de su ciclo.
Esquemas 3D de las formas (a)
Epimastigote  (replicativo, no
infectivo, presente en el vector
triatominio), (b)  Amastigote
(replicativo, en el huésped
mamifero) y (c) Tripomastigote
(infectivo no replicativo, tanto en
el vector como en el hospedero)
Imagen obtenida desde (18).
Junto a una diferenciacién de su
morfologia, se aprecian los
distintos organelos, y una
comparacion en su tamafio.

(a) (b) (c)




1.2.1 Ciclo devidade T. cruzi:

El ciclo de vida del parasito comienza cuando un vector triatominio se alimenta
de un hospedero chagasico, ingiriendo el parasito en su forma de tripomastigote. Una
vez en el sistema digestivo de la vinchuca, T. cruzi se transforma en epimastigote. Al
llegar al sector bajo del intestino grueso, vuelve a transformarse a tripomastigote. Esta
forma esta presente en las deyecciones de las vinchucas, e ingresa al organismo
gracias a algun estimulo mecanico por parte del hospedero, como un rasquido, a través
de una herida preexistente o producida por la picadura del vector. Una vez dentro del
hospedero, el parasito produce sefiales que llevan al reclutamiento de macréfagos.
Dentro de esta célula, o células vecinas al sitio de ingreso al huésped, y gracias a
diversos mecanismos moleculares, el parasito logra escapar de la accion de la vacuola
parasitéfora, se transforma en amastigote y comienza su replicacién. Luego de una
cantidad preprogamada de replicaciones por fisién binaria, el parasito pasa a su forma
tripomastigote sanguineo, lisando la célula y expandiéndose en el organismo. Con

esto, logra perpetuar la infeccion en el huésped (Fig. 2) (18, 19).



Stages in insect vector

Stagesiinivertebratehost

Figura 2: Representacién esquemaética del ciclo de vida de T. cruzi.

El ciclo de vida del parasito es un proceso complejo, que consta de mudltiples etapas. Comienza cuando el vector
triatominio se alimenta de un huésped contaminado, ingiriendo tripomastigotes desde la sangre del hospedero (1). Los
tripomastigotes llegan al tracto gastrointestinal de la vinchuca, donde se trasforman en epimastigotes (3) y empiezan su
replicacién (4). Una vez en el sector bajo del tracto gastrointestinal del insecto vector, los epimastigotes se transforman
en tripomastigotes nuevamente (5). Luego, cuando la vinchuca se alimenta otra vez, los tripomastigotes son
depositados en las deyecciones (6) y con la ayuda de un estimulo mecénico, ingresan al hospedero por una herida
preexistente o la producida por la picada (7). Una vez al interior del hospedero, gracias a diversas sefiales presentes en
el paréasito, se reclutan macréfagos (8), el parasito es internalizado por estas células (9), se transforma a amastigote y
comienza su replicacion (10). Luego de una cantidad de divisiones pre programada (11), pasa a su forma tripomastigote
(12), lisa la célula (13) y ocurren dos acontecimientos relevantes. Por una parte, el parasito se disemina a diversos
organos (14), o queda disponible durante la fase aguda de la infeccion en la sangre para ser ingerido por un insecto
hematdéfago (1). Imagen obtenida desde (18).

1.3 Tratamiento Farmacolégico de la Enfermedad de Chagas:

A pesar que la enfermedad de Chagas fue descrita en 1909, recién en la
década de los 60 se cre6 el primer medicamento con actividad anti-tripanosémica,
Nifurtimox, desarrollado por Bayer. Luego, en 1974, se produce el Benznidazol,
desarrollado por Roche. El tratamiento con estos farmacos esta basado en una terapia
empirica (20), ya que hasta hace unos afios, el mecanismo de acciéon de ambas drogas

era desconocido. En un comienzo se creyé que, en el caso del Nifurtimox, el

6



mecanismo de accién estaba basado en la formacion de especies reactivas de oxigeno
y nitrbgeno que generaban un ambiente de estrés oxidativo, mientras que el
Benznidazol actuaba mediante la formacion de metabolitos reactivos (21). Actualmente
se sabe que actian como una prodroga, activada por la enzima parasitaria
Nitroreductasa Tripanosomal Tipo |, atacando al parasito con metabolitos activos
formados en la reaccién de reduccion, los que forman aductos con macromoléculas
propias del parasito (22-24). Estos dos farmacos son el tratamiento de cabecera para
combatir la infeccién, a pesar de requerirse una dosis muy elevada y poseer severos
efectos adversos. En el caso del Benznidazol, por ejemplo, se pueden desarrollar
neuropatias, leucopenia o incluso una supresion de la médula 6sea (25). Por su parte,
la administracion de Nifurtimox puede desarrollar efectos adversos como anorexia,
pérdida de peso, alteraciones psicoldgicas, y algunos malestares estomacales, siendo

este Ultimo de mayor toxicidad (26).

En los Ultimos afios, se han desarrollado compuestos derivados de la familia de
los azoles anti-parasitarios, como el Posaconazol que inhibe la Cl4-a-desmetilasa,
(TcCYP51), enzima que participa en la via de sintesis de esteroles, esenciales para la
replicacion del parasito (27). Este farmaco se encuentra en ensayo clinico tipo II/lIll en
Espafa pero, debido a su compleja sintesis, el costo de produccion es muy elevado, lo
que dificulta su distribucién en la zona endémica. (28). Fexinidazol es otro farmaco,
cuyo mecanismo de acciébn aln no esta del todo claro (29). Estudios recientes
muestran que ambas drogas presentan un alto porcentaje de eficacia, y un buen perfil
de seguridad, ya que no se han observado efectos adversos en los ensayos realizados
(28, 29).

También se han explorado como posibles candidatos farmacos derivados del
Tipifarnib, medicamento con propiedades anti-tumorales, que inhibe a CYP51. La
desventaja de esta droga es que inhibe la enzima proteinfarnesiltransferasa humana.
Sin embargo, se han desarrollado andlogos con actividad inhibitoria solo sobre
TcCYP51, aunque menos eficaces que el Posaconazol (30, 31).

En la Figura 3 se muestran los distintos farmacos, utilizados o actualmente en

estudio, con propiedades anti-tripanosémicas.
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Figura 3: Estructura de los
distintos farmacos, utilizados o
actualmente en estudio, con
propiedades anti-
tripanosémicas.

De las estructuras mostradas en la
figura, solo el Nifurtimox y el
Benznidazol se encuentran
disponibles para la venta, a pesar
de estar bastante restringida.
Farmacos como el Posaconazol y
el Fexinidazol se encuentran en

fase de estudios clinicos.

Por otra parte, actualmente se encuentran en estudio derivados de amidinas

aromaticas, como las arilimidamidas (32), que mejoran caracteristicas de éstas

reduciendo los efectos adversos que presenta, o problemas de solubilidad (33). Los

estudios realizados con estos farmacos han mostrado eficacia similar o mayor al

Benznidazol en concentraciones menores y un mayor perfii de seguridad al

evidenciarse pocos efectos adversos (32, 34, 35).



1.4 Calreticulina:

Calreticulina (CRT) es una proteina altamente conservada y pleiotropica, que se
expresa en todas las células nucleadas de organismos superiores (36), presentando un
alto nivel de homologia entre distintas especies. Tiene multiples funciones entre las
que se cuenta, actividad de chaperona tipo lectina (37), participacion en el proceso de
almacenamiento de calcio (38), en la sefializacion y modulacion de la expresion génica
(39), y en procesos de remociéon de células en apoptosis (40). También es mediadora
de autoinmunidad (41), participa en procesos anti-angiogénicos y de inhibicion del
crecimiento tumoral (42, 43), participa en la actividad de perforinas de células T y NK
(44), y presenta unién a Clq (39). Estd compuesta por 3 dominios: N, al que se le
adjudican las propiedades anti-angiogénicas; P, rico en prolina, y C, carboxi-terminal.
Estos ultimos dominios son responsables de la capacidad de CRT de modular los
niveles celulares de Ca*? (38). También se ha descrito un Subdominio S, responsable
de la unidn a colas colagenosas de Clqg (Fig. 4). En su secuencia aminoacidica
presenta una secuencia KEDL de retencion en el RE. A pesar de esto, su presencia ha
sido ampliamente reportada en otras localizaciones celulares. Asi, es posible identificar
CRT en granulos citoplasméticos de linfocitos T citotdxicos, el acrosoma de espermios,
en la superficie celular (unida a CD91) (38, 45), en la glandula salival de Triatoma
infestans (Weinberger, 2012, resultados no publicados), en la saliva de Cannis lupus
familiaris (Coddou, 2012, resultados no publicados), o secretada por diversos tipos

celulares (45).
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Figura 4: Esquema de la estructura de Calreticulina.

CRT estd compuesta por tres dominios principales, N, P y C, siendo estos altamente homdlogos entre diversas
especies. En el dominio N (azul), posee una secuencia N terminal y en el C terminal (naranja) una secuencia de
retencion al RE. Posee alta capacidad de unién a calcio en su dominio P (rojo), y su dominio S (no descrito en la
imagen) es el principal responsable de la interaccion de CRT con la porcion colagenosa de Clg. Imagen modificada de
(46).

15 Calreticulina de Trypanosoma cruzi.

Calreticulina de T. cruzi (TcCRT), es una proteina de 45 kDa (47), aislada,
clonada y caracterizada en el Laboratorio de Inmunologia de la Agresion Microbiana
(LIAM), ICBM, Facultad de Medicina, de nuestra Universidad (47-50). En su secuencia
se han descrito los mismos dominios (N, P, C y S) con funciones similares a los
presentes en CRT humana. In vitro, se ha observado que TcCRT es translocada,
desde el RE, a la zona de emergencia flagelar en los tripomastigotes, donde, gracias a
su dominio S, captura C1 (51), primer componente de la via clasica del sistema del
complemento. La interaccién de TcCRT con las colas colagenosas de Clq inhibe la
activacion de C1, impidiendo la iniciacion de esta via (51, 52). Este, constituye un
mecanismo de los tripomastigotes para resistir la lisis mediada por el sistema del
complemento de su hospedero. Adicionalmente, la union de Clg a TcCRT en la
superficie de los tripomastigotes produce un aumento de la infectividad (53), ya que
imitan una sefial fisiol6gica de remocién de células en apoptosis. Las células en
apoptosis exponen CRT en su membrana. Al unir C1q, se genera una sefal “eat me”
gue es reconocida por los macréfagos, a través de su CRT (también translocada a la
superficie celular) (54-56) con lo que eliminan a la célula en apoptosis mediante
fagocitosis (57). En consecuencia, la union de TcCRT a C1q en los tripomastigotes le

permite al parasito evadir la lisis mediada por el complemento y aumentar su
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infectividad (51). Una vez fagocitado el parasito, escapa de la vacuola fagocitaria y

continda el ciclo. Es por esto que TcCRT es considerada un factor importante en el

proceso de infeccion del parasito. Esto queda confirmado al bloquear TcCRT con
fragmentos F(ab’), anti-rTcCRT, ya que la internalizacion de los parasitos por

macréfagos disminuye considerablemente (58). Recientemente, se ha logrado la

disminucion en la expresion de TcCRT mediante modificaciones genéticas en

epimastigotes (hemialélicos). Estos muestran una disminucion de la resistencia a la

lisis por el sistema del complemento o en sus niveles de replicacion y transformacién al

estadio tripomastigote (metaciclogénesis) (59). En la Figura 5 se muestra un resumen

de las funciones de TcCRT.

Celula

(e
Celula apoptotica .
"Eat me" signals (b]

Imitacion de
apoptasis

TeCRT  CRTIeCIgR (2

[nhibician
de
C1Cg

Fropiedades anti-
angiogenicas
y antitumarales

Figura 5: Esquema resumen de las diversas funciones de TcCRT.

Hasta el momento se han descrito funciones anti-tumorales, anti-angiogénicas, de inhibicion del sistema del
complemento y de imitacion de apoptosis para TcCRT. Algunas de estas funciones ocurren gracias a la capacidad de

CRT de interactuar con las colas colagenosas de C1. Modificado desde (53).
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1.6 El Sistema del Complemento

El Sistema del Complemento esta constituido por mas de 40 proteinas séricas e
integrales de membranas celulares. Su activacion ocurre a través de tres vias. Todas
ellas se activan porque poseen mecanismos para reconocer distintas sefiales de
peligro. En la via clasica, el primer componente C1 se activa al detectar complejos
antigeno-anticuerpo ubicados a una distancia critica, siendo por ello efectora de la
inmunidad humoral. La via de las lectinas involucra el reconocimiento de carbohidratos
especificos en la superficie de patégenos a través de MBL (lectina que une manosa por
sus siglas en inglés) y Ficolinas, y la activacion subsiguiente de serino proteasas
asociadas (MASPs). La via alterna no involucra el reconocimiento de moléculas
especificas, ya que se activa principalmente por reconocer como sefial de peligro la

ausencia de &cido sialico en la superficie de una variedad de agresores (60, 61).

Se describira la activacion de la via clasica, porque su primer componente (C1)
es relevante en la linea central de este trabajo (51, 52, 58). Esta via se inicia por la
union de C1' a complejos inmunes mediante la porcién globular de C1q (Fig. 6). Esta
union genera un cambio conformacional en la region colagenosa de C1qg que conduce
a la activacion de las serino proteasas Clr y Cls (62). Luego, C1s activado digiere a
C4, generando un fragmento Cd4a soluble y un fragmento C4b que, unido
covalentemente a la membrana del agresor, actia como atrayente de C2b, también
activado por Cls, formandose asi la convertasa clasica de C3 (C4b,2b).
Posteriormente, esta convertasa, a través de C2b, digiere a C3, generando los
fragmentos C3a y C3b. El fragmento C3b se asocia con C4b,2b, uniéndose también
covalentemente a la membrana, para formar la convertasa clasica de C5 (C4b,2b,3b),
la que inicia la activacién de los componentes C5-C9 y formacién del complejo de
ataque a membranas (MAC) (63).

1 C1 6 C1q 2(r, s), corresponde a C1q, asociado a las serino-proteasas
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Figura 6: Activacion del Sistema del Complemento.
Ver texto para descripcién de via clasica (63).

TcCRT es expresada normalmente a nivel citoplasmatico en epimastigotes. Sin
embargo, es notorio e importante para este trabajo el que, de acuerdo a nuestros
estudios, TcCRT no se expresa en la membrana plasmatica de epimastigotes de las
cepas MF, Tulahuén y del clon Dm28, o lo hace muy marginalmente (58). Esto podria
explicar, al menos parcialmente, la alta sensibilidad que tienen los epimastigotes a la
lisis por el sistema del complemento (64).
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HIPOTESIS

Calreticulina recombinante de Trypanosoma cruzi, al unirse exdégenamente a la
membrana celular de epimastigotes, promueve la penetracion de éstos a células

hospederas.
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OBJETIVOS

General

Contribuir al conocimiento de la participacién de Calreticulina de Trypanosoma

cruzi en el proceso de infectividad del parasito.

Especificos. Proponemos cuantificar:

1.-... la union de rTcCRT exégena a la membrana celular de epimastigotes.

2.-... el efecto de TcCRT, C1q y de CRT de la célula hospedera murina (MmCRT)

sobre la penetracion de epimastigotes.

2.1.-... la penetracion de epimastigotes tratados con rTcCRT y C1q a
fibroblastos embrionarios murinos CRT suficientes (MEF K41 CRT +/+).

2.2.-... la penetracion de epimastigotes tratados con rTcCRT y Clg a
fibroblastos embrionarios murinos "knock out" para CRT (MEF K42 CRT -/-).
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MATERIALES Y METODOS

1. Cuantificacién de la union de rTcCRT exdgena a la membrana celular de

epimastigotes:

1.1. Evaluacion funcional de rTcCRT: Se sensibilizaron placas de microtitulacion
de cloruro de polivinilo (PVC) con 100 pl/pocillo de rTcCRT (5 ug/ml) y se incubaron
durante toda la noche a 4°C. Luego, los sitios activos remanentes se bloquearon con
200 pl/pocillo de solucion PBS 1x/BSA 1% por 2 horas a 37°C y se lavaron cuatro
veces con 250 pl/pocillo de PBS 1x/Tween-20 0,05%. Las placas asi sensibilizadas
fueron incubadas con distintas diluciones de C1q en tampon Veronal (VB*") (sal s6dica
de acido 5,5-dietilbarbitarico 5 mM, NaCl 140 mM, MgCl, 0,5 mM, CaCl, 0,15 mM),
durante 1 hora a 37°C. Después de lavar como se mencion0 antes, la union de Clq
humano se detecté mediante anticuerpo de conejo anti-C1q humano (1/4.000 en PBS
1x/BSA 1%) (DAKO, USA) y anticuerpo de cabra anti-lg de conejo-peroxidasa
(1/10.000 en PBS 1x/BSA 1%) (DAKO, USA). Como sustrato se utilizé ABTS y se
detecté la reaccién colorimétrica a 405 nm. Como controles se incluyeron pocillos: i)...
sin rTcCRT, ii)... sensibilizados con rTcCRT (detectado con anticuerpos de conejo anti-
rTcCRT (1/4.000 en PBS 1x/BSA 1%) (obtenido segun metodologia previamente
descrita (65)) y anticuerpos de cabra anti-lg de conejo-peroxidasa (1/10.000 en PBS
1x/BSA 1%) (DAKO, USA), iii)... sensibilizados con C1q (detectado con anticuerpos de
conejo anti-HuUC1q (1/4.000 en PBS 1x/BSA 1%) (DAKO, USA), seguido de anticuerpos
de cabra anti-lg de conejo-peroxidasa (1/10.000 en PBS 1x/BSA 1%) (DAKO, USA).
Los datos fueron analizados mediante prueba de t de una cola, no pareado. El andlisis

fue realizado con el software GraphPad Prism 5.
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1.2. Evaluacién funcional de rTcCRT conjugada a Fluoresceina Isotiocianato
(FITC): Se conjugé rTcCRT con FITC mediante el uso de un kit comercial
(FluoReporter® FITC Protein labeling kit, Invitrogen, USA). 100pl/pocillo (5pg/ml) de la
ITcCCRT conjugada a FITC (F-rTcCRT) fue utilizada para sensibilizar placas de
microtitulacion de PVC. Luego de incubar toda la noche a 4°C, los sitios activos
remanentes se bloquearon con 200 pl/pocillo de solucion PBS 1x/BSA 1% por 2 horas
a 37°C. Posteriormente, las placas fueron lavadas cuatro veces con 250 pl/pocillo de
PBS 1x/Tween-20 0,05%. Las placas sensibilizadas con F-rTcCRT se incubaron con
distintas diluciones de Cl1q en tampén VB?', durante 1 hora a 37°C. Después de lavar
como se menciond antes, la unién de C1q humano se detecté mediante anticuerpos de
conejo anti-C1g humano (1/4.000 en PBS 1x/BSA 1%) (DAKO, USA) y anticuerpos de
cabra anti-lg de conejo-peroxidasa (1/10.000 en PBS 1x/BSA 1%) (DAKO, USA). Como
sustrato se utiliz6 ABTS y se detectd la reaccién colorimétrica a 405 nm. Como
controles se incluyeron pocillos: i)... sin F-rTcCRT, ii)... sensibilizados con F-rTcCRT y
detectados con anticuerpos de conejo anti-rTcCRT (obtenido segun metodologia
descrita previamente (65)) (1/4.000 en PBS 1x/BSA 1%), y anticuerpos de cabra anti-lg
de conejo-peroxidasa (1/10.000 en PBS 1x/BSA 1%) (DAKO, USA), iii)...
sensibilizados con Clg y detectados con anticuerpos de conejo anti-C1q (1/4.000 en
PBS 1x/BSA 1%) (DAKO, USA), y anticuerpos de cabra anti-lg de conejo-peroxidasa
(1/20.000 en PBS 1x/BSA 1%) (DAKO, USA). Los datos fueron analizados mediante
prueba de t de una cola, no pareado. El andlisis fue realizado con el software
GraphPad Prism 5.

1.3. Unién de F-rTcCRT a epimastigotes cepa Dm28c: Los parasitos fueron
obtenidos desde cultivos axénicos (cultivos de un solo tipo de parasito proveniente de
una sola célula, en ausencia de células hospederas). La uniéon de F-rTcCRT a la
superficie de los epimastigotes se analiz6 mediante citometria de flujo (FACScan, BD
Biosciences). Para esto, los parasitos se lavaron dos veces con PBS 1x/BSA 2%
mediante centrifugacion a 450 g por 5 minutos a 4°C. Después del ultimo lavado, los
parasitos se resuspendieron en PBS 1x/BSA 2% y se incubaron con F-rTcCRT (3 ug
de F-rTcCRT/5x10° parasitos) durante 30 minutos a temperatura ambiente (volumen

final de 50 pl). Posteriormente, los parasitos se lavaron 3 veces mediante
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centrifugacion como se describi6 previamente. Antes de realizar los andlisis, se
adicionaron 100 pl de buffer FACS a cada muestra y se adquirieron 10.000 eventos por
muestra. Como controles se incluyeron parasitos en condiciones nativas y ensayos de
competencia entre rTcCRT y F-rTcCRT. En el ensayo de competencia se empled una
concentracién base de 3 pg de F-rTcCRT/5x10° paréasitos, y se mezclé 3 pg de F-
rTcCRT con 3, 6, 9y 12 ug de rTcCRT. Los resultados se analizaron estadisticamente
mediante prueba de t de una cola, no pareado. Para analizar las lecturas del citbmetro
se utilizo el software FCS Express 4 Flow Research Edition, y para el analisis

estadistico GraphPad Prism 5.

2.- Cuantificacion de los efectos de TcCRT, C1lg y de CRT de la célula hospedera

murina (MmCRT) sobre la penetracion de epimastigotes.

2.1.- Infeccion de MEF K41, CRT +/+ con epimastigotes tratados con rTcCRT y
Clq.

Se realiz6 mediante metodologia descrita anteriormente (58). Las células K41l
(Donacion del Dr. Marek Michalak, University of Alberta, Canada) fueron cultivadas en
medio DMEM (SIGMA, USA), suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) 10%, L-
Glutamina 2 mM y penicilina/estreptomicina, a 37°C, en atmdsfera de 5% de CO.,. Se
incubaron 10° epimastigotes: a)... sin tratamiento, b)... con 6 pg de rTcCRT, c)... con
10 ug de C1q, d)... con 6 ug de rTcCRT, seguido de 10 yg de C1q, e)... con 6 ug de
rTcCRT seguido de 15 ug de fragmento F(ab’), de anticuerpo policlonal de conejo anti-
rTcS, y 10 ug de C1q f)... con 6 ug de rTcCRT, seguido de 15 ug de fragmento F(ab’),
de anticuerpo policlonal de conejo anti-rTcS, g)... con 15 ug de fragmento F(ab’), de
anticuerpo policlonal de conejo anti-rTcS, h)... con 15 ug de fragmento F(ab’), de
anticuerpo policlonal de conejo anti-rTcS seguido de 10 ug Clqg. Todos los ensayos se
incubaron 30 min, a temperatura ambiente. Entre cada condicion los parasitos se
lavaron mediante centrifugacion con PBS 1x/BSA 2%. Posteriormente, se incubaron
con MEF K41 CRT +/+ en razén 10/1 (1.000.000 parasitos/100.000 células) durante 4
horas a 37°C en atmosfera de 5% de CO,. Los pardsitos no internalizados se

removieron mediante lavados exhaustivos con PBS 1x y se tifieron los nucleos con
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DAPI segun metodologia descrita en 2.1.1. Los resultados se observaron mediante
microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse E400) y se contaron el numero de
parasitos internalizados por 100 células por cada condicion. Los resultados se
analizaron mediante prueba de t de una cola, no pareado. El analisis estadistico de los

datos fue realizado con el software GraphPad Prism 5.

2.1.1.- Tincion de nacleos con DAPI. Las muestras se fijaron con metanol frio al 90%
durante 20 min a 4°C. Se lavo 2 veces con PBS 1x y se incubd con solucion DAPI (1
mg/ml) diluido 1/1000 en buffer para DAPI durante 2 min a temperatura ambiente.
Después de lavar 1 vez con PBS 1x, las células se montaron en portaobjetos para ver

fluorescencia. Los resultados se observaron mediante microscopio de fluorescencia.

2.2.- Infeccion de MEF K42 CRT -/- con epimastigotes tratados con rTcCRT y C1q.
Se realiz6 mediante metodologia descrita anteriormente (58). Los MEF K42 CRT -/-
(Donacion del Dr. Marek Michalak, University of Alberta, Canada) fueron cultivadas en
medio DMEM, en un disefio experimental que implica los mismos grupos, condiciones

y tratamiento estadistico descritos en 2.1.
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RESULTADOS

1.- rTcCRT exdgena se une ala membrana celular de epimastigotes:

1.1-1.2.-rTcCRT une Clq, y F-rTcCRT no pierde esta funcion al ser marcada con

el fluoroéforo.

Como se describié anteriormente, TcCRT une Clg a través de las porciones
colagenosas de este ultimo. Utilizamos este criterio para evaluar si la conjugacion con

el fluoréforo (FITC) altera la funcionalidad de la proteina.

(A) Unién de €1q a rTcCRT (B) Unién de C1q a F-rTcCRT
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Figura 7: F-rTcCRT conserva la capacidad de unirse a C1q en forma dosis dependiente.

Se evalud la capacidad de unién de rTcCRT y F-rTcCRT a Clq mediante ELISA. Placas de microtitulacion fueron
sensibilizadas con rTcCRT (A) o F-rTcCRT (B) y posteriormente incubadas con concentraciones crecientes de Clqg. La
unién de Clqg a rTcCRT se detect6é con anticuerpo anti-IlgG de conejo conjugado a peroxidasa. Como control negativo
se usaron pocillos sin rTcCRT y como controles positivos se sensibilizaron con rTcCRT, F-rTcCRT o Clg, segun
correspondiese. Las barras representan un ensayo en triplicado, indicando el error medio. Los datos fueron analizados

mediante prueba de t de una cola, no pareada. En (C) se muestra la correlacion de ambos ensayos.
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Tal como estaba descrito (51), en la Figura 7.A observamos que a una
concentracion fija de rTcCRT, la incubacién con cantidades crecientes de Clq lleva a
una mayor deteccion de esta proteina. A su vez, en la figura 7.B observamos que la
marcacion con FITC no alteré la capacidad funcional de TcCRT de unir C1lqg. Por lo
tanto, podemos afirmar que la union del fluoroforo a rTcCRT no altera la capacidad de
la proteina parasitaria de unirse a las porciones colagenosas de Clg. Por esto,
utilizamos F-rTcCRT (rTcCRT unida a FITC) para evaluar su adhesion a la membrana
celular de epimastigotes clon Dm28c. En la Figura 7.C se muestra una correlacion
entre ambos ensayos, siendo el coeficiente de correlaciéon 0,9524, con un p<0,0001,
indicando que en este ensayo el uso de cualquiera de los receptores solubles, es

equivalente en cuanto a sus capacidades de unir C1q.

1.3.- F-rTcCRT se une ala membrana de epimastigotes clon Dm28c:

Una vez confirmada la funcionalidad de F-rTcCRT, determinamos que ésta se
une a la membrana celular de los epimastigotes, de manera concentracion dependiente
(Figura 8.A). Por otra parte, al elegir una concentracion determinada de F-rTcCRT, y
luego enfrentarla a concentraciones crecientes de rTcCRT se observa que ambas
compiten por un receptor de membrana, lo que conduce a la disminucién de la unién
de F-rTcCRT y por consiguiente, a una disminucion de la intensidad de fluorescencia

observada (Figura 8.B).
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Figura 8: TcCRT se une de manera concentracion dependiente y especifica a la membrana de epimastigotes.
Mediante citometria de flujo se evalué la union directa de rTcCRT a la membrana de epimastigotes. (A) Curva de
concentraciones crecientes de F-rTcCRT. (B) En una concentracion fija de F-rTcCRT, mayores niveles de rTcCRT
disminuyen su unién con la membrana. Los graficos de barras representan la media geométrica de las lecturas
obtenidas, y son representativos de tres experimentos realizados en duplicado. Los datos fueron analizados con t de
una cola. Se muestra el error medio.
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2.- Cuantificacion del efecto de TcCRT, Clq y de CRT de la célula hospedera

murina (MmCRT) sobre la internalizacién de epimastigotes.

2.1.- El tratamiento de epimastigotes con rTcCRT, en presencia o ausencia de
Clg, aumenta el indice de internalizacién del paréasito en células MEF K41 CRT
(+/+)

Una vez que se confirmo6 que rTcCRT se une a la membrana de epimastigotes,
se realizaron los ensayos de infeccion. Los grupos de tratamiento se muestran en la
Figura 9.

Figura 9: Tratamientos de epimastigotes en los ensayos de infeccién.

Los parasitos fueron tratados de manera secuencial con: (2) rTcCRT; (3) Clq; (4) rTcCRT + Clq; (5) rTcCRT + F(ab’),
o-rTcS + Clg; (6) rTcCRT + F(ab’), a-rTcS; (7) F(ab’); a-rTcS; or (8) F(ab); a-rTcS + Clq.

La internalizacién de los epimastigotes, tratados de acuerdo a la Fig 9, en los
fibroblastos murinos, se observd por microscopia de fluorescencia. Se utilizé la tincién
de nucleos con DAPI, que marca tanto los nucleos de la célula hospedera como del
parasito, y se cuantificaron las células con al menos un parasito en su interior. Para
contabilizar un parasito internalizado, se consideraron tanto su cercania al nudcleo,
como la intensidad de la fluorescencia. Si en contraste de fase el parasito se observa
por fuera de la célula, esta sefial no se contabiliza. En las Figuras 10.A y 10.B se

muestran fotos representativas de los ensayos de microscopia.
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Figura 10: El tratamiento de epimastigotes con rTcCRT, en presencia o ausencia de Clq, aumenta la
internalizacion del parasito en células MEF K41 CRT (+/+).

Los epimastigotes fueron tratados como se describié en la figura 9, para luego ser puestos en contacto con células MEF
K41. Las muestras fueron fijadas y teflidas con DAPI. Las imagenes son representativas de 3 experimentos
individuales. En (A) se muestran los grupos correspondientes a los tratamientos 1-4 y en (B), los tratamientos 5-8 de la
figura 9. Las flechas indican epimastigotes internalizados. El largo de la barra corresponde a 10um.

Asi se observa que, cuando los epimastigotes son tratados con rTcCRT ya sea en
presencia o ausencia de Clg, su penetracion a células hospederas aumenta. Este
aumento es revertido por la accién de F(ab’), anti-dominio S de TcCRT, anticuerpo que

inhibe la unién de C1q.
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2.2.- Epimastigotes tratados con rTcCRT y Clg no son internalizados en MEF K42
CRT (-/-).

Hemos propuesto que, en el proceso infectivo de T. cruzi, C1g actlia como un puente
entre CRT parasitaria y del hospedero. Para probar esto en el contexto de
epimastigotes, se trabajo con células MEF K42 CRT -/- (66), manteniendo los mismos

grupos descritos previamente (Figura 9).

A.

Contraste de Fase Fluorescencia Superposicion
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Figura 11: Los epimastigotes disminuyen su nivel basal de penetracidon a la célula en ausencia de CRT del
hospedero, sin importar el tratamiento recibido.

Los epimastigotes fueron tratados como se describié en la figura 9, para luego ser puestos en contacto con células MEF
K42 (deficientes en CRT). Luego, las muestras fueron fijadas y tefiidas con DAPI. Las imagenes son representativas de
3 experimentos individuales. En (A) se muestran los grupos correspondientes a los tratamientos 1-4 y, en (B), los
tratamientos 5-8 de la figura 9. El largo de la barra corresponde a 10um.

Contrario a lo observado en los fibroblastos K41, en esta linea celular la falta de CRT
lleva a una disminucién en la tasa de internalizacion de parasitos. Mas audn, los
distintos tratamientos no conllevan ninguna modificacion en el proceso de penetracion.

Al realizar la cuantificacion relativa los ensayos realizados en el objetivo 2, se obtiene

el siguiente grafico comparativo (Fig. 12).
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Figura 12: El tratamiento con rTcCRT o rTcCRT, en conjunto con Clg, aumenta la penetracidon de parasitos en:
(A) células MEF K41 (normales) y no en (B) células MEF K42 (CRT deficientes).

La internalizacion de los parasitos fue evaluada por microscopia de fluorescencia, por tincion con DAPI. Las barras
indican el nimero de parasitos internalizados cada 100 células, y representa un triplicado del ensayo. Los datos fueron
analizados por prueba de t de una cola, y se indica el error medio estandar.

En el caso de las células MEF K42, la falta de Calreticulina lleva a una disminucién en
la internalizacion basal observada en epimastigotes Dm28c, al compararla con los
fibroblastos K41 CRT suficientes. Ademas, los distintos tratamientos no producen

cambios en la tasa de internalizacion.
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DISCUSION

El proceso de infeccibn de T. cruzi es altamente complejo, mediado por
numerosas moléculas tanto de membrana como del citoplasma del parasito. De
acuerdo a resultados previos del Laboratorio de Inmunologia de la Agresion Microbiana
(LIAM) se ha descrito que dentro de toda la gama de moléculas presentes en los
parasitos, Calreticulina (TcCRT), gracias a su capacidad de capturar C1q, da cuenta de

un alto porcentaje de la capacidad de infeccidn del tripomastigote (58).

Una vez que se describid6 TcCRT (47), se detecté que una de las principales
diferencias entre epimastigotes y tripomastigotes (no infectivos e infectivos,
respectivamente), era la zona donde podia detectarse esta proteina. Mientras que en la
forma tripomastigote se encuentra tanto intra como extracelular, especialmente en la
zona de emergencia flagelar, en la forma epimastigote la expresion de TcCRT en

membrana es marginal o ausente (51, 58).

Considerando la importancia de TcCRT en el proceso infectivo (58), y dado
gue el epimastigote es una forma no infectiva (67), exploramos si la falta o baja
expresion de TcCRT en la membrana celular de epimastigotes de T. cruzi clon Dm28c,

contribuye a su falta de infectividad.

Dado el hecho de que la secuencia aminoacidica de TcCRT no presenta
dominio de transmembrama, fue necesario confirmar que la falta de TcCRT en la
superficie del parasito se debia a un problema de translocacién y no a la falta de una
molécula de anclaje necesaria para completar el proceso de union a la membrana.
Para evaluar si esta proteina se une a la membrana celular de la forma epimastigote,
se marcé rTcCRT con FITC (F-rTcCRT). Como la unién del fluoréforo a la proteina
podia modificar su funcionalidad, evaluamos si ésta aln mantenia su capacidad

funcional de unir C1q (Figura 7.A y 7.B). Esto fue adicionalmente validado mediante
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correlacion entre ambos ensayos (Figura 7.C). Observamos que la unién de FITC a
rTcCRT no influye en la funcionalidad de rTcCRT.

Al realizar los ensayos de unién del F-rTcCRT a la superficie celular de los
epimastigotes, observamos que TcCRT recombinante se une a epimastigotes, clon
Dm28c (Figura 8). En consecuencia, esta forma parasitaria presentaria en su
membrana celular moléculas que permiten la unién de rTcCRT. Mas audn, la unién de
rTcCRT a los epimastigotes es concentracion dependiente (Figura 8.A) y especifica, ya
gue observamos competencia entre F-rTcCRT y rTcCRT, (disminucién gradual de la
intensidad del fluoréforo a medida que aumentaba la concentracion de rTcCRT) (Figura
8.B). Como se menciond anteriormente, se han descrito proteinas de membrana a las
cuales se une CRT, como Integrinas a231(68). Considerando la homologia de CRT en
diversas especies, la molécula de epimastigotes que une TcCRT podria homologarse

putativamente con CD91, receptor de CRT descrito en humanos (56).

Una de las principales limitaciones de este trabajo, es que al no haber sido
realizado en ciego, hay un grado de subjetividad en el andlisis. La gran laboriosidad
implicada (60 campos por grupo experimental, en triplicado y en dos lineas celulares
hospederas distintas, sumando entonces un total de 7500 fotos aproximadamente),
dificulté el disefiar un experimento de lectura doble ciego. Esta incertidumbre puede
eliminarse, al usar técnicas como gPCR o Citometria de Flujo. En el caso del qPCR, y
basado en lo observado en las imagenes tomadas por microscopia, la cantidad de
DNA parasitario presente en las muestras no seria necesariamente representativa ya
gue, a pesar de lavados exhaustivos, algunos parasitos permanecian adheridos a la
placa o a las células. En citometria de flujo, seria necesario encontrar un anticuerpo
para identificar y marcar una proteina propia del parasito y que no interfiera en su ciclo

infectivo.
En el desarrollo de los ensayos de infeccién in vitro de células mamiferas se

pudo observar que los epimastigotes mostraron un cierto nivel de penetracién basal a

estas lineas celulares. Si bien esto es contrario a lo descrito para esta forma
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parasitaria, podria proponerse que esta penetracion in vivo seria dificil de lograr, ya

gue los epimastigotes son lisados por el sistema del complemento del hospedero.

El tratamiento con rTcCRT, en presencia 0 ausencia de Clq, conduce a un
aumento significativo en la penetracion a células mamiferas respecto a la poblacion
parasitaria sin tratamiento alguno. El alto indice de penetracién en presencia sélo de
rTcCRT (Figura 12.A) puede explicarse debido a que en el SFB inactivado por calor,
podria existir una proporcion de C1q bovino que permanezca estructuralmente intacto.
El proceso de inactivacion del SFB por calor es efectivo en inactivar la funcionalidad
del sistema del complemento, ya que actla sobre proteinas termolabiles de la via, tal
como C2. Es por esto que en este grupo experimental, existe la posibilidad de que
rITcCRT capture C1lq desde el suero inactivado por calor y lo ocupe para iniciar la

penetracion de células mamiferas in vitro.

Previamente, demostramos que la unién de C1qg con TcCRT se realiza a través
del dominio S de la proteina parasitaria (51). Es por esto que utilizamos fragmentos
F(ab’), de anticuerpo anti-dominio S recombinante de TcCRT (rTcS) para demostrar
que rTcCRT actia como factor de virulencia en la infeccion mediada por C1. Como se
muestra en la Figura 12.A, al preincubar los parasitos con F(ab’), anti-rTcS, la unién de
Clqg se bloquea, y la penetracion parasitaria vuelve a niveles basales. No fue posible
observar este efecto al tratar los parasitos con rTcCRT y los fragmentos F(ab’), de
anticuerpo anti-rTcS. Esto podria deberse al empleo de una concentracion mas baja de
la necesaria para bloquear todas las moléculas de rTcCRT en la superficie del parasito.
La titulacidbn necesaria para evitar esto fue omitida debido a la gran laboriosidad y

tiempo requerido.

Por otra parte, en las células MEF K42, "knock out" para CRT, se observa que
la penetraciéon basal de los epimastigotes disminuye en comparacion a la penetracion a
MEF K41 (Figura 12.B). Adicionalmente, los distintos tratamientos no conllevan una

diferencia en la tasa de internalizacién parasitaria en esta linea celular.
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Lamentablemente, en este estadio del estudio ain no se puede hablar de
proceso infectivo. Para definir que los epimastigotes tratados con TcCRT exdgena,
conjuntamente con Clq (humano, o bovino) son infectivos, éstos no solamente
debieran penetrar in vitro células como MEF K41, Vero, o Raw 264.7 (lineas celulares
cuyos protocolos de infeccidén con tripomastigotes estan ya establecidos), sino también
continuar el proceso de diferenciacion a amastigotes y luego a tripomastigotes

infectantes.

Otro de los puntos importantes a considerar en el desarrollo de este trabajo es
la posible presencia de tripomastigotes en el cultivo de epimastigotes. Se ha visto que
en cultivos axénicos envejecidos de epimastigotes, una parte de los pardsitos se
transforma a tripomastigote (69). Para descartar esto, al recibir los parasitos lo primero
gue se hizo fue contabilizarlos y evaluar por microscopia simple la existencia de la
forma infectiva en la muestra. Junto a esto, en las fotos realizadas para los objetivos
21 y 2.2, se vio que, a pesar de los lavados exhaustivos, algunos parasitos
permanecian adheridos a los cubreobjetos donde estaban las muestras. Sin embargo,

ninguno de los parasitos observados era morfolégicamante tripomastigote.

En la linea celular MEF K42, la falta de CRT conlleva a una citologia bastante
particular, ya que presentan un gran numero de vacuolas en su citoplasma. Estas
vacuolas son muy similares a las vacuolas con parasitos de las células MEF K41. Sin
embargo, al comparar células “infectadas” con células “sin infectar”, gran parte de las
marcas observadas resultaron ser falsos positivos, por lo que fueron obviadas en el

analisis final.

En sintesis, proponemos que los resultados principales obtenidos en el
desarrollo de esta Tesis satisfacen la Hipétesis propuesta (TcCRT recombinante
(rTcCRT), al unirse exégenamente a la membrana celular de epimastigotes, aumenta
su penetracion a células hospederas), ya que: i) epimastigotes unen rTcCRT a su
membrana, ii) epimastigotes aumentan su penetracion a células CRT suficientes,

mediado por la interaccion con rTcCRT y C1q, y iii) en células CRT deficientes, los
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epimastigotes disminuyen su tasa de penetracion a células, sin importar el tipo de

tratamiento realizado en ellos.

Finalmente, es posible que los epimastigotes vean truncada su capacidad
infectiva debido, entre otras posibilidades aun no definidas, a una falla en el proceso de
translocacion de TcCRT, posiblemente como consecuencia de alguna caracteristica

propia del estadio en que se encuentran.

Esta idea queda de cierta forma respaldada porque epimastigotes de la cepa
TCC semialélicos para TcCRT (TcCRT+/-) o que sobreexpresan el gen (TCCRT+/+/+)
presentan menor 0 mayor resistencia a la lisis por el complemento, respectivamente
(59). Més recientemente, en concordancia con los resultados presentados aqui, pero
fuera del contexto de esta Memoria de Titulo, hemos determinado que la infectividad
de estas formas parasitarias transgénicas se correlaciona bien con la expresiéon de

TcCRT (Sanchez et al, 2013, Manuscrito en preparacion).
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