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Resumen

Calreticulina de Trypanosoma cruzi, (TCCRT) es una proteina presente en el reticulo
endopladsmico (RE) y traslocada desde este organelo al area de emergencia flagelar, donde
captura al componente C1q del sistema del complemento (SC), en una estrategia similar a la
utilizada por las células apoptéticas. En consecuencia, la interaccion TcCRT/C1q, ademas de
inhibir la activacion de la via clasica del SC, promueve infectividad. Esta Memoria de Titulo
propone estudiar el rol de la sobreexpresion de TcCRT en la infectividad parasitaria mediada
por la interaccion TcCRT/C1q. Para esto utilizamos una linea parasitaria que sobreexpresa
calreticulina (TcCRT+) en un 13% y un clon nativo (wild type, wt), derivados de la cepa
Tulahuén de T. cruzi. Nuestros resultados mostraron que tripomastigotes pretratados con Clq
aumentan la infectividad en células VERO, en ambas variantes. Por otro lado, tripomastigotes
pretratados con C1q y fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas anti-TcCRT que carecen de la
porcion Fc, capaces de inhibir esta interaccion, interfieren significativamente con la
infectividad dependiente de Clq, reduciendo la internalizacion de parasitos en células VERO
para ambas variantes. Sin embargo, no se evidencio diferencias en cuanto a infeccion celular
entre los tripomastigotes TCCRT+ y wt, por lo cual se concluye que un 13% de sobreexpresion
de TcCRT no producen mayor infectividad. Es probable, que esta sobreexpresién no se
exprese en la superficie parasitaria y por lo tanto, no participe en el proceso infectivo. Por otra
parte, TCCRT es un factor de virulencia sobre la superficie celular, pero probablemente
asociada a una gran cantidad de proteinas participando en este complejo proceso.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, tripomastigotes, calreticulina de T. cruzi (TcCRT), Clq,
infectividad.



Abstract

Trypanosoma cruzi Calreticulin (TcCRT) is a multifunctional protein present mainly in the
endoplasmic reticulum (ER) and translocated from the RE to the flagellar emergency area
where capture C1q, the first component of the complement system, in a similar manner to the
strategy used by apoptotic cells. Consequently, the TcCRT/C1lq interaction inhibits the
activation of the classical pathway of the complement system and promotes infectivity. In this
study, we proposed to investigate whether TCCRT overexpression increases the parasite
infectivity mediated by the TcCRT/C1q interaction. Thus, we used a parasitic clonal line
overexpressing a 13% of calreticulin (TCCRT+) and clones belonging to the native variant
(wild type, wt), both derived from Tulahuén strain of T. cruzi. Our results show that, both
tripomastigotes, TcCRT+ and wt, pretreated with C1q increased infectivity in a VERO cell
line. Furthermore, trypomastigotes pretreated with C1qg and anti-TcCRT immunoglobulin
fragments F(ab),, lacking the Fc region, capable of inhibiting this interaction significantly
interfere with Clg-mediated infectivity and therefore, reduce the parasites internalization in
VERO cells in both variants. However, no differences were detected between wild type and
TcCRT+ trypomastigotes overexpressing TCCRT in 13%. This TcCRT increasing does not
produce higher infectivity. It is likely that this enhanced expression is not expressed on the
parasite surface and hence not involved in the infective process. Moreover, TcCRT is a
virulence factor on the parasite surface; however, there are many different proteins involved in

this complex process.

Keywords: Trypanosoma cruzi, trypomastigotes, calreticulin T. cruzi (TcCRT), Clq,
infectivity.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por el protozoo intracelular
Trypanosoma cruzi (Urbina, 2010). Se transmite a los seres humanos principalmente por las
heces infectadas de insectos triatomineos conocidos en Chile como vinchucas. Se estima que
en el mundo hay entre 7 y 8 millones de personas infectadas, la mayoria de ellas en América
Latina, donde la enfermedad de Chagas es endémica (WHO, 2014).

Actualmente el tratamiento disponible se basa principalmente en el uso de dos drogas,
Benznidazol y Nifurtimox, los que son efectivos en el 80% de los casos agudos (Clayton,
2010). Sin embargo, su eficacia disminuye a medida que transcurre méas tiempo desde el inicio
de la infeccidn, por lo que su uso debe sopesarse contra las posibles reacciones adversas que

se presentan hasta en un 40% de los pacientes tratados (WHO, 2014).

Todo el ciclo de T. cruzi se desarrolla en dos tipos de hospederos; los mamiferos de siete
ordenes diferentes incluido el humano (hospederos vertebrados) y varias especies de vectores
triatominos (hospederos invertebrados) del orden Hemiptera, familia Reduviidae (De Lana y
Marques, 2010).

T. cruzi presenta cuatro estados morfoldgicamente distintos, dos de los cuales (tripomastigotes
sanguineo y amastigote) se encuentran en los hospederos vertebrados, mientras que los otros
dos (epimastigotes y tripomastigote metaciclico) se ubican en hospederos invertebrados.
Todos los estados con excepcion de la forma de epimastigote son capaces de causar infeccion
(De Lana y Marques, 2010) y todos son capaces de interactuar con células vertebradas. Sin
embargo, s6lo algunos parasitos permanecen adheridos a las células y el nivel de adhesion es
cepa dependiente. Varios estudios muestran que cada forma infectiva, ademas de la cepa y la
filogenia del parasito, determinarian el resultado de esta interaccion (Ley et al., 1990;
Fernandes et al., 2007). Asi, el establecimiento de la infeccion depende de una serie de
eventos que involucran interacciones de diversas moléculas parasitarias con componentes de
la célula hospedera. En este proceso, varias glicoproteinas y proteinas con actividad lectina,
presentes tanto en el parasito como en la células hospedera, estan involucradas (De Lana y
Marques, 2010).



Entre las moléculas de superficie de T. cruzi que promueven infectividad se mencionan: Gp82,
gp30, gp35/50, trans-sialidasa, gp85 v la calcineurina B. Todas ellas, moléculas de superficie
derivadas de tripomastigotes sanguineo o de cultivo y tripomastigotes metaciclicos, con
actividades de sefializacién e induccién de Ca®*. Ellas desempefian variables e importantes
roles en la adhesién e invasion parasitaria hacia las células hospederas (Araya et al., 2008;
Yoshida y Cortez, 2008).

Sin embargo, es de particular interés el papel que desempefia calreticulina de Trypanosoma
cruzi (TcCRT) en el proceso de infectividad. Esta proteina chaperona de 45 kDa es
transportada desde el reticulo endoplasmico (RE) a la zona de emergencia flagelar sobre la
superficie del parésito. Alli interactia con Clg, primer componente de la via clasica del
sistema del complemento (SC) e interfiere con la capacidad de asociacion de las serino-
proteasas C1r y C1s que activan C4 y C2, inhibiendo asi la generacion de C3 y C5 convertasa.
De esta manera, la via clasica del SC es inhibida en una etapa temprana de su activacion
(Ferreira et al., 2004). Por otra parte, existe evidencia que indica que C1q juega un importante
rol en la infeccion in vitro de T. cruzi en macréfagos y fibroblastos, ya que promueve la

invasion celular (Rimoldi et al., 1989).

Por otro lado, mediante microscopia confocal, se ha detectado la interaccion de C1q y TcCRT
en la superficie parasitaria, en la zona de emergencia flagelar (Ferreira et al., 2004). Luego, se
demostré que fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas anti-TcCRT que carecen de la region
Fc (sitio de union para C1q), y por lo cual son capaces de inhibir la interaccion C1g/TcCRT,
disminuyen la infectividad parasitaria mediada por esta interaccion tanto in vitro como in vivo
(Ramirez et al., 2011a). De esta forma se determind que TcCRT es crucial para el proceso de

infectividad a través de su interaccion con C1g (Ramirez et al., 2011a).

Recientemente, Sanchez et al., 2012, caracterizé dos lineas clonales de T. cruzi pertenecientes
a las cepas Tulahuén y TCC, en ambas cepas generaron mutantes que sobreexpresan TcCRT, a
los cuales llamaron TcCRT+ y en el caso particular de la cepa TCC generd un semi-knockout
denominado TcCRT+/—, todo esto en el estado de epimastigote, forma no infectante del
parasito. Sus resultados sefialan que las cepas mutantes que sobreexpresan TCCRT son mas
resistentes a la lisis mediada por la ruta clasica del SC, a diferencia del mutante semi-knockout

que es altamente susceptible. Esto indica que el aumento en la expresion de TcCRT
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potenciaria algunas funciones relacionadas con la evasion del SC, especificamente su
capacidad de unir Clqg e inhibir la ruta clasica. Otra de las funciones que podria ser
potenciada, es la capacidad infectiva derivada de la mayor interaccion entre TcCRT y Clg en
la superficie parasitaria. Sin embargo, los ensayos que permiten comprobar esta hipotesis no

han sido realizados.

Considerando los antecedentes previos, y en colaboracién con este grupo de cientificos en la
presente Memoria de Titulo se estudio el efecto que, la sobreexpresion de TcCRT, en las
formas infectantes tripomastigotes, tiene en la infectividad parasitaria mediada por la
interaccion entre TcCRT y Clq. Para esto, se obtuvieron tripomastigotes TcCRT+
provenientes de epimastigotes a los cuales fue insertado un gen para generar mutantes con esta
condicion y su respectivo control no sobreexpresante (wild type, wt). Luego, se realizaron
ensayos de infectividad en células VERO comparando ambas condiciones en presencia de

Clq, y Clg maés fragmentos F(ab’), anti-TcCRT capaces de inhibir esta interaccion.



MATERIALES Y METODOS

Materiales
Reactivos

Dodecil sulfato de sodio (SDS: Sodium dodecyl sulfate) (Sigma®), acrilamida (Winkler®),
persulfato de amonio (Sigma®), N , N , N°, N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Bio-
Rad®), membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad®), Albumina Sérica Bovina (BSA) (Winkler®),

Sustrato quimioluminiscente (SuperSignal® West Pico, Thermo scientific).

Anticuerpo monoclonal anti a- tubulina (Sigma®), anticuerpo monoclonal de ratén anti-
conejo conjugado a peroxidasa (Dako®), anticuerpo de cabra anti-raton conjugado a
peroxidasa (Sigma®) y anticuerpo policlonal de conejo anti-TcCRT (donado por el Dr. Arturo

Ferreira, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile).

Medio de cultivo RPMI 1640 (Life Thecnology®), C1q (CompTech®), Fragmentos F(ab’),
(donados por el Dr. Arturo Ferreira), 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Invitrogen®),
Paraformaldheido (Electron Microscopy Sciences®), Medio montaje fluorescencia (Dako®),
Glicina (Sigma®), detergente Triton X-100 (Sigma®), Placas de poliestireno de 24 pocillos
(Thermo Scientific®).

Métodos
1. Obtencidn de tripomastigotes de T. cruzi a través de metaciclogénesis.
Mantencion de epimastigotes

Alicuotas congeladas de Epimastigostes de la cepa Tulahuén de T. cruzi fueron donados por el
Dr. Fernando Sanchez, de la Universidad Nacional de Salta, Argentina. Estos parasitos fueron
previamente modificados genéticamente, con el fin de sobreexpresar TCCRT como se describe
en Sanchez et al., 2012.

Epimastigotes de la cepa Tulahuén, TcCRT+ y wt fueron descongelados y cultivados a 28°C
en un medio LIT (liver infusion tryptose) suplementado con 5% de suero fetal bovino y 1% de
Penicilina/Estreptomicina (Biological Industries®). Con la finalidad de obtener una
transformacion morfol6gica de epimastigotes hacia tripomastigotes metaciclicos infectivos

(metaciclogénesis), se cultivaron los epimastigotes en un medio LIT suplementado, al cual se
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le adiciond 10% p/v de homogenizado intestinal de vinchuca (HIV) (por sugerencia del Dr.
Fernando Séanchez). Tripomastigotes metaciclicos infectantes se observaron en cultivos
alrededor de 7 dias mas tarde. A los cultivos que poseian epimastigotes genéticamente
modificados se les agregd 50 ul del antimicrobiano G418 (Geneticin®, Life Technologies)

como presion de seleccidn a la incorporacion del plasmidio con el gen de TcCRT.
Mantencion de tripomastigotes

Tripomastigotes de la cepa Tulahuén wt y TcCRT+ de T. cruzi fueron mantenidos a través de
infecciones repetidas en cultivos en monocapa de células VERO (fibroblastos de rifion de
mono verde africano, Cercopithecus aethiops) con 75% de confluencia en RPMI 1640,
suplementado con Penicilina-Estreptomicina (100 U/mL), L-glutamina (2mM), piruvato de
sodio (1mM) y 10% suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor, en una atmosfera de 5%
CO; a 37°C (Cestari et al. 2012).

Mantencion de células VERO

Células VERO fueron mantenidas en una confluencia de 75% en RPMI 1640, suplementado
con Penicilina-Estreptomicina (100 U/mL), L-glutamina (2mM), piruvato de sodio (ImM) y

10% SFB inactivado por calor, en una atmoésfera de 5% CO, a 37°C.

2. Validacion de la sobreexpresion de TcCRT en los tripomastigotes de cultivo

genéticamente modificados.
Inmunodeteccion de TcCRT

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12%, de 1,5 mm de grosor, en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) y en condiciones reductoras. Para el gel separador se utilizé una
solucién de acrilamida (Winkler®), al 30% p/v en agua desionizada, solucién tampén (pH
8,8), persulfato de amonio al 10% p/v y TEMED 0,065% v/v. Tras la polimerizaciéon a 37°C
del gel de corrida, se prepard sobre ¢él, el gel concentrador (“stacking”), al 4% p/v a partir de
los mismos reactivos antes mencionados, pero con una solucion tampon de pH 6,8. La
polimerizacion de este gel se realizd con un separador discontinuo. Previo a depositar las
muestras en el gel, las proteinas fueron calentadas a 100°C durante 5 minutos. La

electroforesis se realiz6 a 100 Volts y a temperatura ambiente, en una camara Bio-Rad®.

8



Una vez finalizada la separacion electroforética, se realizo la eletrotransferencia de proteinas
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad®), en un sistema
humedo estandar (Bio-Rad®), durante 60 min a 100 Volts a 4°C. Luego, se bloqueo la
membrana, durante toda la noche a 4°C, utilizando una solucion de fosfato buffer salino
(PBS), conteniendo 5% del detergente Tween-20 (PBS-Tween) y 0,05% de BSA.

Al dia siguiente, se incubd la membrana con el primer anticuerpo (Ac); un Ac policlonal (Po)
de conejo anti-TcCRT diluido (1:2.000), generado en el Laboratorio de Inmunologia de la
Agresion Microbiana del Dr. Arturo Ferreira, durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Luego, se lavd e incub6 con un segundo Ac de ratén anti-conejo conjugado a peroxidasa,
diluido 1:2.000 (Dako®) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se revel6 la
membrana con sustrato para peroxidasa (SuperSignal® West Pico, Thermo scientific). A
continuacion del revelado y mediante un procedimiento de remocioén (“stripping”), se
consiguid disociar los Ac de la membrana previamente utilizados, esto se realizé con el fin de
poder utilizar la membrana de nitrocelulosa nuevamente para la incubacion con el Ac control
de carga anti-a tubulina, diluido 1:1.000 (Sigma®) y un Ac secundario anti-raton conjugado a
peroxidasa (1:2.000) (Sigma®), para finalmente revelar la membrana como se hizo

previamente.
3. Estandarizacioén de infectividad de tripomastigotes Tulahuén wt en células VERO.

Cien mil células VERO fueron cultivas durante 2 horas sobre un cubreobjeto en placas de
cultivo de 24 pocillos, infectadas con 10° parasitos de la cepa Tulahuén wt, en triplicado,
durante 2, 4 y 8 horas. Luego, cada cubreobjeto se lavd 3 veces con PBS y se fij6 con
paraformaldehido al 4%, durante 20 minutos, a temperatura ambiente. A continuacion se
permeabilizaron las células con un buffer de permeabilizacion Triton al 0,5% durante 10
minutos, se lavd en dos oportunidades con Glicina 100 mM durante 10 minutos,
posteriormente se tiid con DAPI durante 10 minutos (todos los procedimientos fueron
realizados a temperatura ambiente), para finalmente montar los cubreobjeto sobre un
portaobjeto con medio de montaje para fluorescencia (Dako®). Se observo cada muestra al
microscopio de fluorescencia (Nikon Elipse E400) (ver Anexo 1) y se sacaron fotografias para
fluorescencia y contraste de fases (para definir los limites de la cada célula) de

aproximadamente 20 campos totales distintos por condicion, seleccionados al azar, con
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aumento mayor y zoom maximo de la camara (Nikon DS Ril). Cada fotografia realizada con
filtro para fluorescencia y contraste de fases fue superpuesta utilizando el programa ImageJ®.
Los nucleos pequerios (correspondientes a parasitos) dentro o adheridos a la membrana de las
células VERO fueron contados escogiendo 100 células al azar. Los resultados se expresaron
como promedio del triplicado con su respectiva desviacion estandar. Se escogieron las 4 horas

de infeccion como tiempo optimo de infectividad para el siguiente experimento.
4. Ensayo de infectividad de tripomastigotes Tulahuén en células VERO.

Cien mil células VERO fueron cultivas durante 2 horas sobre un cubreobjeto en placas de
cultivo de 24 pocillos. Paralelamente, se prepararon 6 grupos (en triplicado) con 10°
tripomastigotes de la cepa Tulahuén wt (por pocillo), y 3 grupos (en triplicado) con 10°
tripomastigotes de la cepa Tulahuén TcCRT+ (por pocillo), los que fueron incubados con las
siguientes condiciones: 1) RPMI; 2) 2 ug de C1q (estandarizado en Ramirez et al., 2011a) y 3)
2 nug de Clq con 10 pg de fragmentos F(ab’), anti-TcCRT. Cada grupo (en triplicado) fue
incubado por 30 minutos a 37°C. Luego, las células VERO fueron infectadas con 10° parasitos
(provenientes de los diferentes grupos experimentales) de la cepa Tulahuén (proporcion 10:1

parésitos:célula), en triplicado, e incubadas a 37°C durante 4 horas.

Posteriormente, cada cubreobjeto se lavd 3 veces con PBS, se fijé con paraformaldehido 4%,
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, se permeabilizaron las células con un
buffer de permeabilizacion Triton al 0,5% durante 10 minutos, se lavo dos veces con glicina
100 mM durante 10 minutos, se tifid con DAPI durante 10 minutos (todos los procedimientos
fueron realizados a temperatura ambiente). Por Gltimo, se montaron los cubreobjeto sobre un
portaobjeto con medio de montaje para fluorescencia (Dako®) y se observaron al microscopio
de fluorescencia (Nikon Elipse E400) (ver Anexo 1) donde se sacaron fotografias de
aproximadamente 20 campos distintos (por cubreobjeto), seleccionados al azar, con aumento
mayor y zoom maximo de la camara (Nikon DS Ril). Los nucleos pequefios (correspondientes
a parasitos) dentro o adheridos a las células VERO fueron contados escogiendo 100 células al
azar. Los resultados se expresan como el promedio de los triplicados con su respectiva

desviacion estandar.
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RESULTADOS

1. Tripomastigotes de cultivo provenientes de epimastigotes de la cepa Tulahuén

genéticamente modificada sobreexpresan TcCRT.

Con el fin de verificar que la mutacion realizada en el estado de epimastigote se conservara en
el estado de tripomastigote de cultivo se realizd un Western blot en el cual se cuantifico la
expresion relativa de TcCRT en comparacidn con una proteina constitutiva como a-tubulina.

La expresion de TcCRT+ se comparé con su wt. El resultado se describe en la Figura 1.
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Figura 1. La expresion de TcCRT es mayor en los tripomastigotes mutantes Tulahuén
TcCRT+ en comparacion con Tulahuén wt. A. 10 pg de proteina fue analizada por Western
blot para cada variante. El lisado de células fue separado mediante SDS-PAGE, transferido
sobre una membrana de nitrocelulosa e incubado con AcPo anti-TcCRT y un Ac monoclonal
anti a- tubulina. B. Las bandas fueron analizadas y cuantificadas por densitometria con el
programa ImageJ®, obteniéndose que los mutantes sobreexpresan un 13% mas del polipéptido
TcCRT.

Se realizd el Western blot utilizando los extractos totales de tripomastigotes de la cepa

Tulahuén en sus variantes wt y sobreepresanteTcCRT+ (Figura 1A). Para ello, una cantidad
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equivalente de proteinas (10 ug) de cada una de las poblaciones fue analizada. Se incubd la
membrana de nitrocelulosa con un AcPo anti-TcCRT y un Ac monoclonal anti a-tubulina fue
utilizado como control de carga (proteina que se expresa constitutivamente). Mediante el uso
del programa ImageJ® se obtuvo por densitometria una estimacion de la cantidad del
polipéptido TcCRT que contienen cada una de estas poblaciones de parasitos. Se establecio
una relacion entre la expresion de TcCRT con la expresion de a- tubulina para cada una de las
variantes. Obteniéndose que los mutantes sobreexpresantes contienen un 13% mas de TcCRT

en comparacion con la poblacion wt (Figura 1B).

2. El 13% de sobreexpresion de TcCRT no aumenta la infectividad mediada por la

interaccion TcCRT/C1q en la superficie parasitaria.

Para llevar a cabo los ensayos de infectividad se utilizaron células VERO. Sin embargo, como
los estudios previos de infectividad celular se realizaron en modelos celulares, distintos de las
celula VERO, fue necesario estandarizar la infeccion celular temprana, y asi establecer un
tiempo oOptimo de infeccion. Este tiempo, corresponde al lapso necesario para encontrar
parasitos dentro o adheridos a las células VERO vy relacionados con la infectividad o
internalizacion parasitaria y no con la replicacion de amastigotes dentro de la célula
(replicacion parasitaria). Asi, la estandarizacion del tiempo de infeccion celular, se realizo
utilizando tripomastigotes Tulahuén wt. Al observar que, a medida que aumentan las horas de
incubacion, se incrementa la infectividad, se escogié un tiempo de 4 horas para realizar el
ensayo final. Este tiempo corresponde al promedio entre el tiempo minimo (menor cantidad de
parésitos dentro o adheridos a la célula VERO) y el tiempo maximo (mayor cantidad de
parasitos dentro o adheridos a la célula VERO) utilizados en este ensayo. Los resultados se

observan en la Figura 2.
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Figura 2. La internalizacién de T. cruzi se incrementa a mayor tiempo de incubacién. 10°
células VERO fueron infectadas con 10° tripomastigotes de la cepa Tulahuén wt. Las células
fueron tefiidas con DAPI y se realiz6 un recuento del niumero de parasitos internalizados o
adheridos en 100 células. Cada condicion horaria fue realizada en triplicado.

El rol de la sobreexpresion de TcCRT en la capacidad infectiva de tripomastigotes de la cepa
Tulahuén fue analizado en células VERO (Figura 3). Se comparé la cepa Tulahuén en su
variante TcCCRT+ y su variante wt en iguales condiciones (parasitos, parasitos mas C1q, y
parasitos mas C1q mas fragmentos F(ab’), anti-TcCRT). Como era de esperar y de acuerdo
con la literatura, los parasitos de ambas variantes pre-tratados con C1q alcanzan una mayor
infeccion celular, mientras que este aumento de infectividad se ve reducido cuando los
parasitos son pre-tratados con fragmentos de inmunoglobulina F(ab”), anti-TcCRT y C1g. Sin
embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a infectividad entre

ambas variantes de la cepa Tulahuén.
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Figura 3. Un 13% de sobreexpresién de TcCRT no aumenta la infectividad mediada por
la interaccién TcCRT/C1g. 10° células VERO fueron infectadas con 10° tripomastigotes de
la cepa Tulahuén wt 0 TcCRT+, pretratados con Clq o con fragmentos de anticuerpo F(ab’),
anti-TcCRT méas Clq. Las células fueron tefiidas con DAPI y se realiz6 un recuento del
namero de parésitos internalizados o adheridos en 100 células. El experimento fue realizado
en triplicado y los datos se presentan como su promedio y respectiva desviacion estandar. La
significancia de la diferencias fue evaluada utilizando ANOVA de dos colas, seguido por
Bonferroni post-test. * p=0.0115
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DISCUSION

La Calreticulina es un proteina altamente conservada, que se encuentra presenta en
todas la células de organismos superiores, excepto en eritrocitos. Dentro de sus funciones se le
describe ser: chaperona tipo lectina, encargada de la sefializacion y almacenamiento de calcio,
modulacion de la expresion génica, mediador de autoinmunidad, posee propiedades
antiangiogénicas y de inhibicién del crecimiento tumoral, participa en la actividad litica de
perforinas de células T y NK, y en la inhibicion de la actividad del SC in vitro dependiente de
Clq (Michalak et al., 1999; Johnson et al., 2001).

TcCRT, su homdloga en el parasito T. cruzi, es una proteina de 45 kDa (Ramos et al., 1991),
gue contiene una secuencia de retencion para el RE “KDEL” (Aguillon et al., 1995; Aguillén
et al., 2000). Sin embargo, se ha reportado su presencia también en el complejo Golgi,
reservosomas, bolsillo flagelar, superficie celular, citosol, nlcleo y kinetoplasto (Ferreira et
al., 2004; Souto-Padron et al., 2004). TcCRT inhibe la angiogénesis (Molina et al., 2005) y el
crecimiento de tumores (LOpez et al., 2010). Es traslocada desde el RE hacia el exterior del
parasito, donde gracias a su capacidad para interactuar con C1q, primer componente de la via
clasica del SC, resulta inhibiéndolo en las primeras etapas de su activacion (Ferreira et al.,
2004). Por otro lado, es un hecho comprobado que tripomastigotes en presencia de suero
normal humano o Clg, aumentan su infectividad en un 50% (Rimoldi et al., 1989). En la
superficie del parasito, TcCRT se comporta como un potente factor de virulencia que no sélo
contribuye en la evasién del sistema inmune del hospedero, sino que también interactGa con
C1lg, molécula relacionada con la infectividad de T. cruzi (Rimoldi et al., 1989; Ferreira et al.,
2004; Ramirez et al., 2011a). Este fendmeno ha sido probado tanto in vivo como in vitro, en
distintos modelos celulares, incluyendo la placenta humana, donde la interaccion entre TcCCRT
y Clq se ha descrito como un importante factor de virulencia asociado a infectividad (Castillo
et al., 2013). Este mecanismo puede ser tal vez, una adaptacion evolutiva por parte del

parasito para favorecer una prolongada interaccion con el hospedero (Ramirez, et al., 2011b).

Recientemente, en un trabajo de investigacion, se generaron epimastigotes de T. cruzi
modificados genéticamente con el fin de entender el rol bioldgico in vivo desempefiado por
TcCRT en T. cruzi. Asi, se generaron epimastigotes que presentan una deleccion monoalélica

del gen de TcCRT (TcCRT +/-), mientras a otros se les insertd un plasmidio con el gen TcCRT
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con el objetivo de sobreexpresar dicha proteina (TCCRT+). Ademas, se intentdé generar un
doble knockout (-/-) para TcCRT el cual resulto inviable, lo que demuestra el caracter esencial
de dicha proteina para la superviviencia del parasito (Sanchez et al., 2012). En este trabajo se
evidencio que los epimastigotes TCCRT +/- mostraron un deterioro en la sintesis de TcCRT,
una reducida tasa de propagacion y metaciclogénesis, mientras que los TcCCRT+ mostraron un
aumento en los niveles de esta proteina. Asimismo, los parésitos mutantes monoalélicos
fueron significativamente mas susceptibles a la muerte mediada por el SC. Por el contrario, los
parasitos TcCCRT+ mostraron mayores niveles de resistencia a la muerte mediada por la via

clasica y de las lectinas, pero no por la via alterna (Sanchez et al., 2012).

De aqui se desprende la idea de estudiar la sobreexpresion de TcCRT, particularmente en la
infectividad parasitaria, por lo que en la presente Memoria de Titulo, nos propusimos en base
a evidencia previa (Ramirez et al., 2011a) que TcCRT en condicion de sobreexpresion y en
interaccion con C1q aumentaria la infectividad parasitaria en comparacion con parasitos que

no sobre expresan la proteina.

Para poder desarrollar este trabajo, epimastigotes de la cepa Tulahuén genéticamente
modificados, que sobreexpresan en un ~50% TcCRT (Sanchez, 2014") fueron sometidos a
metaciclogénesis. Los tripomastigotes TcCRT+ obtenidos fueron analizados mediante Western
blot y sus bandas sometidas a densitometria. Se observé una sobreexpresion de un 13% mas de
polipéptido en aquellos mutantes en relacién con los tripomatigotes no genéticamente
modificados (wt) (Figura 1B).

Esta diferencia en la sobreexpresion de TcCRT entre epimastigotes modificados y los
tripomastigotes derivados de éstos, podria ser explicado por un fenémeno que afectd la
expresion del gen de TcCRT en esta Gltima forma. Como es sabido, T. cruzi existe en cuatro
formas morfoldgicamente y bioldgicamente distintas durante su ciclo de desarrollo en
mamiferos e insectos, y la expresion de proteinas de superficie difiere entre ellas, lo que se
traduce en cambios significativos en la abundancia relativa de las proteinas de T. cruzi en todo

su ciclo de vida (Atwood et al., 2005). Este fendmeno sucede en otros tripanosomatidos como

1 SANCHEZ, F. 2014. [Comunicacién Personal]. U de Chile, Fac. de Ciencias Veterinarias y Pecuarias.
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Leishmania chagasi, donde por ejemplo, la proteasa de superficie gp63 posee tres isoformas
durante la conversion de fase, y una forma de gp63 de 64 kDa no presentes en promastigotes,
la cual es altamente expresada en la forma de amastigotes. Los RNAs de gp63 derivados de las
tres clases diferentes de genes msp (mspS, mspL y mspC) también son expresados
diferencialmente. Promastigotes infecciosos contienen ARNm de mpsS y genes mspC,
mientras que los amastigotes derivados de cultivo expresan ARNm sélo de mspL y genes de la
clase mspC. Ademas, 24 horas después de la fagocitosis por macrofagos, existe un aumento
transitorio en el nivel de proteinas hsp70 y hsp90, las cuales disminuyen posteriormente a
nivel basal (Streit et al., 1996). Un evento similar puede haber ocurrido en estos
tripomastigotes mutantes de cultivo derivados de epimastigotes genéticamente modificados.

Cabe mencionar que incluso entre formas parasitarias mas semejantes como lo son los
tripomastigotes metaciclicos y tripomastigotes sanguineos o de cultivo existen diferencias en
cuanto a los mecanismos de invasion de células de mamifero, es decir, estas formas
parasitarias involucran distintos conjuntos de moléculas de superficie para inducir la
activacion de las vias de transduccion de sefiales que conducen a una movilizacién de Ca?* en
el momento de la invasion celular (Yoshida y Cortez, 2008). En este escenario, es esperable
que la composicion del patron molecular de superficie difiera entre epimastigotes (forma no

infectante) y tripomastigotes derivados de sangre o de cultivos celulares.

Por otra parte, podriamos explicar esta diferencia en la sobrexpresion de TcCRT mediante la
accion de mecanismos epigenéticos que pudieran haber afectado su expresion genética. En
células eucariotas, la iniciacion de la transcripcion es un punto regulador clave en el control
del nivel de expresion génica (Clayton y Shapira, 2007). La modulacion de los sitios de
iniciacion de transcripcidén de muchos organismos esta regulada por la interaccion cooperativa
de modificaciones epigenéticas del ADN vy las histonas (Klose y Bird, 2006; Quina et al.,
2006). La modificacion del ADN, modificacién de las histonas, la remodelacion y abundancia
de los nucleosomas trabajan juntos para regular la estructura de la cromatina y la transcripcion
de la Polimerasa Il. Por ejemplo, la modificacion de las colas de las histonas, incluyendo
acetilacion de H4/H3 en promotores de la Polimerasa Il, conduce a una disminucién de la
abundancia de los nucleosomas y al aumento del reclutamiento de la Polimerasa 11, resultando

en un aumento de la tasa de iniciacion de la transcripcion. Esta evidencia sugiere entonces que
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el control de la expresion génica se regula de forma epigenética en tripanosomas (Ekanayake y
Sabatini, 2011), por lo que no podemos descartar que algin fendmeno de este tipo haya
afectado la expresion del gen de TcCRT, y esto haya derivado en un silenciamiento parcial de

la sobreexpresion de TcCRT en la forma de tripomastigote.

Los ensayos realizados para determinar el rol de la sobrexpresion de TcCRT por
tripomastigotes, mostraron que no existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto
a infectividad celular, es decir, un 13% mas de TcCRT no aumenta el nivel de infectividad de
tripomastigotes en comparacion con los wt (Figura 3). Esta situacion podria ser explicada
inicialmente porque un 13% mas de proteina podria no ser una cantidad significativa, y por
esto no necesariamente seria responsable de una mayor infeccion. Ahora bien, también nos
podemos cuestionar el hecho que esta sobreexpresion de TcCRT no necesariamente se
traduzca una mayor cantidad de la proteina sobre la superficie celular, particularmente sobre la
zona de emergencia flagelar, y s6lo se deba a una mayor sintesis intracelular del polipéptido,
resultando en que lo expresado sobre la superficie celular es muy bajo para tener un efecto
tangible en infectividad. Este hecho no puede ser descartado, ya que se necesitan otros
enfoques experimentales para poder demostrarlo. Cabe recordar que CRT posee multiples
localizaciones subcelulares, donde media una variedad de procesos celulares (Jiang et al.,
2014). Dentro del lumen del RE, CRT junto con otras chaperonas residentes en él, participa en
el plegamiento de proteinas y glicoproteinas, previene la agregacién de proteinas, y participan
en el control de calidad, a través de la identificacion de proteinas mal plegadas para su
destruccion mediante ubiquitinacion (Mesaeli et al., 1999). Ademas, regula el metabolismo
del Ca?*, el clearance de células apoptéticas, la adhesion y migracion celular (Gardai et al.,
2005; Martins et al., 2010), entre otros.

CRT presente en la superficie celular no posee un dominio transmembrana y se ha informado
que ésta puede formar complejos con integrinas (Johnson et al., 2001). CRT puede ser
detectada en la superficie de neutréfilos en un complejo con la proteina anclada a
glicosilfosfatidilinositol (GPI), CD59. Es asi como se sugiere que CRT unida a la superficie
estd formando un complejo con una 0 mas proteinas ancladas a GPI dentro de lipidos rafts
(Ghiran et al., 2003; Otabor et al., 2004). Ante esta evidencia podriamos pensar que TcCRT

estd anclada a la membrana a través de la asociacion con una 0 mas proteinas, pudiendo ser
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que en el caso particular de esta sobreexpresion de TcCRT, ésta o estas proteinas de anclaje no
se sobreexpresen ligadas a la sobreexpresion de TcCRT o que la cantidad de estas proteinas no
sea suficiente para unir la TcCRT sobrexpresada, y por tanto, a pesar de existir una mayor
cantidad de TcCRT esta no se encuentra disponible sobre la superficie celular. Para dilucidar
esto, deberiamos primeramente identificar la proteina o las proteinas a las que se une TcCRT,
luego, ver si ésta 0 éstas se sobreexpresan junto con la sobreexpresién de TcCRT, y por

ultimo, chequear si ésta o éstas participan activamente en el proceso de infectividad celular.

Como era de esperar, bajo las condiciones experimentales realizadas, la infeccion celular en
presencia de Clq se vio aumentada, mientras que en presencia de los fragmentos de
inmunoglobulinas F(ab’), anti-TcCRT la internalizacion se mostré reducida (Figura 3), tal
como se habia evidenciado en trabajos previos. Sin embargo, la reduccion de la infeccion
alcanzada por parte de los fragmentos no es total (no alcanza el nivel basal), pudiendo ser
entonces que existan otros factores de virulencia sobre la superficie celular de tripomastigotes,
como es el caso por ejemplo de Trombospondina-1 (TSP-1). Esta, es una glicoproteina de la
matriz extracelular (MEC) que constituye un grupo de proteinas Unicas con multidominios que
son sintetizadas, secretadas e incorporadas en la MEC por muchos tipos celulares (Lawler,
2000). Se ha reportado que el parasito regula positivamente la expresion de TSP-1 y otras
proteinas de la MEC en las células de musculo liso de la arteria coronaria humana, con el fin
de mejorar el proceso de invasion celular (Simmons et al., 2006; Nde et al., 2006). Ademas, se
ha sugerido que tripomastigotes de T. cruzi se unen a varios componentes de la MEC tales
como laminina (Giordano et al., 1994), fibronectina (Ouaissi et al., 1984), colageno (Santana
et al.,1997) y la galectina-3 humana (Moody et al., 2000; Kleshchenko et al., 2004) para
aumentar la infeccion celular a través de mecanismos no bien entendidos. Recientemente, se
ha demostrado que TSP-1 de células hospederas interactia con TcCRT expresada sobre la
superficie del parasito para mejorar la infeccion celular; sin embargo TSP-1 no interactta con
C1qg (Johnson et al., 2012). En contraste, el aumento de infectividad en presencia de Clq
puede deberse no sélo a la interaccion con TcCRT, sino que también a la interaccion con otros

factores de virulencia de superficie, aln no descritos.

En sintesis, la interaccion entre TcCRT y C1q participa en la infectividad parasitaria. Sin

embargo, un 13% de sobreexpresion de TcCRT en la forma infectante de tripomastigote no
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produce un aumento en la infectividad, posiblemente debido a que esta sobreexpresion no se
manifiesta en la superficie parasitaria, sino mas bien de forma intracelular, asociada a otros

procesos ligados a esta proteina.
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ANEXO 1
Recuento Parasitario

Para realizar el recuento parasitario dentro de las células VERO, se fotografiaron los
cubreobjeto montados sobre portaobjeto con medio de montaje para fluorescencia (Dako®) en
el microscopio de fluorescencia (Nikon Elipse E400), alli se fotografiaron aproximadamente
20 campos distintos por cubre objeto, seleccionados al azar. Los campos fueron fotografiados
con aumento mayor y zoom maximo de la camara (Nikon DS Ril), las fotografias se tomaron
en contraste de fases (Fotografia A) y con filtro para fluorescencia (Fotografia B) para cada
uno de los campos en cada cubre objeto. Luego, cada fotografia tomada en contraste de fases
se superpuso con su respectiva foto con filtro de fluorescencia (Fotografia C). Una a una
fueron sobrepuestas las fotografias utilizando el programa ImageJ®, esto con el fin de poder
establecer con mayor precision los limites celulares, ya que para el recuento parasitario se
realiz6 un conteo tanto de los nucleos del parasito al interior de las células VERO como los
adheridos a la membrana celular, en 100 células escogidas al azar (por cubre objeto). El
experimento fue realizado en triplicado y los resultados fueron expresados como promedio con

su respectiva desviacion estandar.

Fotografia A Fotografia B Fotografia C
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