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Resumen

Resumen

La produccion vy liberacién de vesiculas extracelulares es actualmente reconocida
como un fendmeno que tiene lugar tanto en células procariotas como eucariotas, con
lo que se lo considera un aspecto universal de la vida celular. Si bien la atencidn se ha
centrado en las vesiculas producidas por células humanas, cada vez se cuenta con mas
informacién sobre lo que ocurre en eucariotas inferiores. En particular, se conoce el
hecho de que varios organismos parasitos generan vesiculas de distintos tipos, con
diversos efectos sobre sus células hospederas. En el caso de Trypanosoma cruzi, se ha
visto que favorecen el proceso de infeccidn, por mecanismos aun no completamente
descritos. Estudios recientes del Laboratorio de Gendmica Funcional describen el
contenido de pequefios ARNs de las mismas y muestran que transportan miembros de
la familia de pequeiios ARNs derivados de ARN de transferencia, la principal clase de
pequeifios ARNs presentes en este parasito, que carece de las vias candnicas de
silenciamiento mediado por estos.

En este contexto, el presente proyecto buscé estudiar la interaccién que tiene lugar
entre el parasito y la célula hospedera a través de vesiculas secretadas, y en particular
evaluar cudles son los efectos que éstas tienen, analizando los cambios en la expresion
génica mediante microarreglos. Asimismo, se analizd el posible rol de los pequefios
ARNSs derivados de ARN de transferencia transportados en las mismas.

Los resultados obtenidos indican que las vesiculas secretadas son capaces de
modular la expresion génica de las células hospederas, con efectos mas pronunciados
durante las primeras horas que siguen a la interaccion. Diversos procesos celulares se
ven afectados, en algunos casos con posibles efectos beneficiosos para el pardsito en
el contexto de la infeccidon. Asimismo, se logré verificar que los pequefios ARNs
derivados de ARN de transferencia de T. cruzi son capaces de regular la expresion de
ciertos genes celulares. En conjunto los resultados obtenidos permiten contar con una
descripcién general de lo que ocurre en la célula hospedera en respuesta a las
vesiculas extracelulares de T. cruzi, contribuyendo asi al conocimiento de la biologia de
la infeccién y aportando nuevos actores moleculares en la biologia de la interaccidn

célula hospedera-parasito.
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1. Introduccidn

1. Introduccion

La evolucidn de organismos multicelulares impuso sobre las células la necesidad de
desarrollar mecanismos que les permitan comunicarse entre si. Vias de comunicacion
eficientes son claves para la coordinacién de la regulacién de procesos tales como la
proliferacion, apoptosis y diferenciacién a distintos tipos celulares especializados [1]. Si
bien estos mecanismos han sido principalmente estudiados en organismos
multicelulares, es cada vez mas evidente que la comunicacién en organismos
unicelulares es un fendmeno que tiene lugar de forma frecuente. La capacidad de
éstos de producir, recibir y procesar informacidon les permite comportarse como
entidades multicelulares, lo cual puede representar una ventaja en ambientes
complejos y cambiantes [2]. Asimismo, no es sorprendente que microorganismos
patdgenos sean capaces de explotar estas vias de comunicacion para enviar mensajes
a sus células hospederas.

Existen tres modalidades principales de comunicacion intercelular: 1) la produccién
y liberacién de mediadores solubles (como hormonas, citoquinas u éxido nitrico) que
actian en células vecinas a distancias variables; 2) moléculas de superficie que se
agrupan y contactan directamente con otras células o la matriz extracelular (como es
el caso de las integrinas) y 3) uniones que conectan directamente una célula a la otra,
tales como las uniones gap [3].

Mas recientemente, ha sido descrita la produccion y liberacién al medio
extracelular de vesiculas membranosas, que transportan tanto material genético como
proteico entre células, siendo capaces asi de transmitir mensajes, surgiendo por lo
tanto como un nuevo mecanismo de comunicacion intercelular, tanto dentro de un
mismo organismo como entre entidades distintas [4]. Esto Ultimo es de particular
relevancia en el contexto de la interaccion entre un parasito y su célula hospedera,
especialmente para el entendimiento de la biologia de la infeccidon y las diferentes

sefiales que hacen que esta sea exitosa.
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1. Introduccidn

1.1 Vesiculas extracelulares y su rol en la comunicacién celular

Las células (tanto eucariotas como procariotas) liberan al medio extracelular una
variedad de vesiculas membranosas de diversos tamafios y origenes. En particular,
para células eucariotas, ademds de los conocidos cuerpos apoptéticos, se producen
exosomas y ectosomas, los cuales destacan por la creciente atencidn que han recibido
en los ultimos afios [5]. Los primeros tienen un didmetro de entre 30-100 nm y son de
origen endosomal, siendo liberados por exocitosis a partir de los cuerpos
multivesiculares. Los ectosomas son de un tamafio mayor (100-1000 nm) y son
generados a nivel de la membrana plasmatica. Ambos tipos de vesiculas son liberadas
tanto de forma constitutiva como en respuesta a estimulos [4]. A lo largo de este
trabajo nos referiremos al conjunto de exosomas y ectosomas como microvesiculas
(MVs), en parte debido a que se trabajé con una combinacion de ambas.
Originalmente se pensaba que estas MVs eran simplemente un artefacto, producto del
dano celular, cuya Unica funcién era la de permitir a la célula eliminar sus desechos.
Actualmente se cuenta con evidencia suficiente para afirmar que las MVs participan en
importantes procesos biolégicos y que son importantes mediadores de Ia
comunicacion intercelular [6-7]. Una representacion de los distintos tipos de MVs, en
la que se muestra su origen y la interaccidon con la célula blanco se presenta en la

figura 1.

1.1.1 Biogénesis y liberacion de MVs

Como fue mencionado anteriormente, los exosomas son generados en los cuerpos
o endosomas multivesiculares (MVEs, del inglés multivesicular endosomes) como
vesiculas intraluminales (ILVs, del inglés intraluminal vesicles), y liberados por la fusion
de los primeros con la membrana plasmatica. La formacion de los MVEs implica la
segregacion del contenido de los futuros exosomas sobre una regién de la membrana
endosomal y la posterior invaginacion de vesiculas de tamano variable hacia el lumen
de un endosoma temprano. A diferencia de los MVEs destinados a la degradacién en el
lisosoma, aquellos que se fusionaran con la membrana plasmatica presentan una
composicidon lipidica diferente, enriquecida en colesterol. Sin embargo, existen
evidencias de que la misma maquinaria involucrada en la formacion de MVEs que iran

hacia el lisosoma, también participa en la formacién de los MVEs destinados a exocito-
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1. Introduccidn
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Figura 1. Vesiculas extracelulares. Se muestran de forma esquematica los distintos tipos de vesiculas
extracelulares producidas por una célula eucariota, representada en verde. Por un lado se observa la
liberaciéon de exosomas (“a: Exosomes”) a partir de cuerpos multivesiculares (MVB en la figura) asi como
la formacion de ectosomas a nivel de la membrana plasmatica (“b: Ectosomes”). Se muestra también en
verde una célula apoptdtica generando los tipicos cuerpos apoptdticos (“c: Apoptotic bodies”).
Finalmente se presenta en rosado una célula blanco o receptora, internalizando vesiculas y su contenido
por diferentes mecanismos. Tomado y modificado de [8].

sis. Esta maquinaria se encuentra muy conservada, y se organiza en cuatro complejos
multiproteicos denominados complejos clasificadores endosomales responsables del
transporte o ESCRT O, I, Il y lll (del inglés endosomal sorting complex responsible for
transport). Los primeros tres reconocen proteinas de membrana ubiquitinadas,
secuestrandolas en la membrana endosomal, al tiempo que ESCRT-IIl se encarga de la
formacién y escisién de las ILVs. Se ha visto que la deplecidn de ciertos miembros de
estos complejos lleva a una disminucién de la formacion de exosomas en distintos
tipos celulares, con lo que se los ha asociado a la formacién de los MVEs, si bien es
posible que la seleccién de las proteinas destinadas a exosomas no dependa de la
ubiquitinacién. Mecanismos independientes de ESCRT han sido propuestos para la
formaciéon de MVEs en ciertos tipos celulares. Uno de estos involucra a la enzima
esfingomielinasa, encargada de la produccién de ceramida, la cual se encuentra en
grandes cantidades en los exosomas. Asimismo, las tetraspaninas, también muy

abundantes en los exosomas, han sido asociadas con la formacion de ILVs [9-10]. No se

4



1. Introduccién |

cuenta aun con una descripcion completa de los mecanismos por los cuales se generan
los MVEs, tanto dependientes como independientes de ESCRT, y cuanta colaboracién o
superposicidon entre estos existe.

Los mecanismos por los cuales se generan los ectosomas han sido incluso menos
estudiados que aquellos involucrados en la formacion de exosomas. Se propone que
dominios especificos son generados a nivel de la membrana plasmatica, a los cuales
son reclutadas aquellas proteinas de membrana destinadas a formar parte de los
ectosomas. Asimismo, se da una acumulacion en estos puntos de proteinas citosdlicas,
ARN mensajeros y pequenos ARNs, gracias a ciertas proteinas que funcionan como
anclas, emergiendo desde la membrana hacia el citosol. La evaginacién hacia el
espacio extracelular de estos dominios de membrana plasmatica junto con su carga de
ARN vy proteinas requiere del desensamblado del citoesqueleto, y la escisidn
dependeria de actina-miosina, asi como la accion de pequeiias GTPasas y

posiblemente ESCRT [11].

1.1.2 Composicion de las MVs

La composicion de las MVs es indicativa tanto de su origen (endosomal o a partir de
la membrana plasmadtica) como del tipo celular del que fueron secretadas, asi como
también puede hablarnos de su posible rol fisiolégico o sus células blanco [12]. Los
exosomas tipicamente presentan proteinas asociadas a endosomas, tales como
RabGTPasas o SNAREs. Proteinas que se concentran tanto en endosomas como en la
membrana plasmatica, como es el caso de la tetraspaninas, también se encuentran
enriquecidas en MVs, asi como lo hacen proteinas asociadas a rafts o balsas lipidicas
(por ejemplo, flotilina). El mecanismo por el cual proteinas citosdlicas son
especificamente incluidas en los exosomas aun no se ha dilucidado, pero se cree que
podria involucrar la interaccion de proteinas de la membrana exosomal con
chaperonas celulares, encargadas de la seleccion de las mismas. En cuanto a su
composicion lipidica, los exosomas se ven enriquecidos (en relacion a la membrana
plasmatica) en colesterol, esfingomielina y derivados de la ceramida. Finalmente, se ha
visto que los exosomas presentan una composicion glucidica diferencial con respecto a

las células de las que se originaron [13]. Al igual que en otros aspectos, se cuenta con
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1. Introduccién |

menos informacién sobre la composicién de proteinas, lipidos y carbohidratos de los
ectosomas [9].

Un aspecto de las MVs que resulta de particular interés es el hecho de que
almacenan material genético como ARN mensajero e incluso pequeinos ARN, los cuales
se incorporan selectivamente en éstas y son funcionales en las células blanco [14].
Adicionalmente, otros pequefios ARNs no codificantes, entre los que se encuentran
aquellos derivados de ARN de transferencia (descritos en detalle en secciones
posteriores) también se han detectado dentro de MVs [15-16]. El mecanismo por el
cual tiene lugar la incorporacion selectiva de moléculas de ARN a las MVs aun no se
conoce completamente. Es posible que existan motivos en sus secuencias que de
cierto modo los etiqueten con este destino [9]. Asimismo, una serie de trabajos de
finales del 2009 demuestran que componentes fundamentales de la maquinaria de
silenciamiento como la proteina GW182 (una de las proteinas del complejo RISC) se
encuentran intimamente relacionados con los MVEs [17], con lo cual podrian formar
parte del sistema de seleccion. Un esquema representativo de una MV vy sus

principales componentes puede verse en la figura 2.

Proteinas

ARN

Ceramida
Esfingomielina
RAAPPAes  Fosfatidilserina
AAAPPAge Fosfatidiletanolamina
ARAAPAS® lyso-Fosfatidilcolina
VU@ Fosfatidilcolina
RPN \ee Fosfatidilinositol

w Colesterol

Figura 2. Representacion de una MV. Esquema de una MV (en este caso un exosoma), donde se
muestra la composicién lipidica de la membrana y el contenido proteico y de ARN, manteniendo las
relaciones de tamafio. Las ramas rojas representan polisacaridos. Adaptado de [7].
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1. Introduccidn

1.1.3 Interaccidn con células blanco y funciones

Las funciones reportadas para las MVs son multiples, y se enmarcan en grandes
procesos, tanto fisioldgicos como patolégicos. Una de las funciones inicialmente
descritas de las MVs era la de presentacidon de antigenos, para la estimulacién de la
respuesta inmune. Las células del sistema inmunitario liberan MVs en respuesta a
sefiales pro-inflamatorias, y células infectadas también producen MVs con el fin de
provocar una respuesta protectora [9-10]. Existen evidencias de que podrian tener un
rol durante el desarrollo, especialmente debido a que en ciertos casos se ha visto que
transportan proteinas tipicamente asociadas a este proceso como Wnt y Sonic
Hedgehog [10]. Se ha determinado también que células del sistema nervioso producen
MVs, que pueden ser importantes para el crecimiento, la angiogénesis y la formacién
de mielina. Asimismo, estdn asociadas con enfermedades del sistema nervioso central,
dado que se ha reportado que transportan proteinas pridnicas y péptidos B-amiloides
[9-10].

Como fue mencionado, participan en procesos patoldgicos, particularmente en
cancer, donde se cree que tienen un rol fundamental en la transformacion maligna, la
progresion tumoral y metdstasis, dado su rol en la regulacion de apoptosis, la
respuesta inmune, la inflamacidn, la angiogénesis y la coagulacién [12, 18]. Algunos
ejemplos de la asociacion de MVs y el céncer incluyen el reporte de Antonyak vy
colaboradores, en el que muestran que MVs derivadas de células cancerosas son
capaces de conferir caracteristicas malignas a células epiteliales [19]. Asimismo,
estudios recientes demostraron la habilidad de las MVs de “preparar” o “acondicionar”
los nichos metastaticos. Asi, se ha visto que exosomas de células de melanoma son
capaces de reprogramar células de la médula ésea hacia un fenotipo pro-angiogénico
gue promueve la formacion de tumores y metastasis. En linea con estos resultados, el
tratamiento de ratones con exosomas de melanoma tiene como efecto la formacion

temprana de metastasis [20].

Las funciones descritas para las MVs se basan en la interaccién que estas tienen
con las células receptoras y de los efectos que ejercen sobre estas. Luego de la
interaccion inicial, las MVs pueden mantenerse asociadas de forma estable en la

superficie celular, fusionarse con la célula o ingresar mediante algun tipo de
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1. Introduccidn

endocitosis, permitiendo asi la liberacién al interior celular del contenido de las MVs.
Es importante mencionar que la interacciéon de las MVs con sus células blanco sucede
de forma especifica, si bien las bases celulares y moleculares de este proceso no son
del todo comprendidas. Se cree que la selectividad de interaccion puede estar
determinada por moléculas de adhesién, tales como integrinas, presentes en la

superficie de las MVs.

Hasta el momento se han detallado aspectos generales de la biogénesis,
mecanismo de accion y selecciéon de la carga de las MVs, que se desprenden
principalmente de lo reportado en células de mamifero. Si bien la informacidn
disponible para procariotas y eucariotas inferiores es en comparacién mucho mas
limitada, la misma es suficiente para sustentar su relevancia, especialmente en el caso

de microorganismos patégenos y su interaccion con el hospedero.

1.2 MVs en microorganismos y organismos patdgenos

En el contexto de un organismo multicelular, las MVs pueden entenderse como
transportadores “multi-propdésito” capaces no solo de establecer la comunicacion
entre células, sino también de permitir el intercambio de material genético y contribuir
a la proteccion celular frente a factores tanto externos como internos [21]. En
microorganismos, la produccion de MVs ha sido reportada para bacterias,
arqueobacetrias, hongos y protozoarios. La liberacién de estas vesiculas permite a los
microorganismos responder a sefiales ambientales, secretar componentes (entre ellos
factores de virulencia), y en el caso de los patdégenos, interactuar con la célula
hospedera, como se esquematiza en la figura 3. Dado que el fendmeno se encuentra
conservado en multiples organismos, se considera que las funciones mediadas por
MVs son cruciales para la vida microbiana [22].

La liberacion de MVs por parte de eucariotas patdégenos es un fendmeno
actualmente reconocido como un evento bioldgico real, que tiene lugar a lo largo de
todo el ciclo de vida de estos organismos, y que puede ser percibido por la célula
hospedera, teniendo efectos sobre la misma [23-25]. Existen multiples ejemplos de la
interaccion que tiene lugar entre las MVs producidas por organismos parasitos y sus

hospederos. Recientemente ha sido reportado que los trematodos parasitos
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Echinostoma caproni y Fasciola hepatica liberan MVs que son internalizadas por
células del epitelio intestinal [26]. Cryptococcus neoformans, causante de la
meningoencefalitis criptocdcica, produce y libera MVs que contienen su principal
factor de virulencia [27]. Estas MVs se han encontrado acumuladas en los sitios de
infeccion y facilitan el pasaje de este hongo unicelular a través de la barrera hemato-

encefalica [28].
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Figura 3. Esquema de los posibles efectos y roles de la liberacion de MVs por microorganismos. A: En
bacterias, las MVs pueden participar en la secrecién de polisacaridos capsulares. B: las MVs también
pueden ser utilizadas como medio de comunicacién en Bacteria y Archea, a través del transporte de
antimicrobianos, material genético y moléculas involucradas en procesos de quorum sensing. C: en
microorganismos patogenos, las MVs pueden ser el vehiculo de factores de virulencia. D: asimismo,
pueden transportar moléculas tales como lipopolisacarido (LPS), lipoproteina o peptidoglicanos (PG) que
permitan la activacion de la respuesta inmune innata. E: las MVs pueden dar lugar entonces a la
activacion de la respuesta inmune adaptativa, a través de la activacion de la respuesta innata o gracias al
transporte de moléculas antigénicas que seran recibidas por células presentadoras de antigenos (F).
Modificado de [22].
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En Leishmania donovani se ha visto que los exosomas producidos por este pardsito
contienen reconocidos factores de virulencia capaces de afectar vias regulatorias y de
sefializacion en la célula hospedera. Los mismos son internalizados por macrdéfagos
mediante vias dependientes de actina [25, 29]. Asimismo, estos exosomas han
demostrado tener capacidad inmunomoduladora dado que el tratamiento de ratones
con los mismos previo a la infeccidén resulté en una mayor carga parasitaria y una
mayor progresion de la enfermedad [30-31]. Mas recientemente se ha descrito que los
exosomas liberados por L. donovani causan una reduccién en los niveles del microARN
miR-122 en hepatocitos, y que la internalizacién de los mismos es necesaria para que
esto ocurra. miR-122 tiene funciones regulatorias sobre el metabolismo del colesterol,
reduciendo los niveles del mismo, y su disminucién tiene efectos favorables para la
infeccién [32].

En cuanto al organismo de estudio en este trabajo, Trypanosoma cruzi, la liberacion
de vesiculas extracelulares y su implicancia en la infecciéon han sido reportadas. Estos
aspectos seran descritos en secciones posteriores, pero siguen la linea de los
antecedentes presentados para otros organismos, los cuales destacan la importancia
de las vesiculas extracelulares como un factor relevante en la interaccion parasito-

célula hospedera.

1.3 T. cruzi como organismo de estudio

T. cruzi es el protozoario pardsito causante de la tripanosomiasis americana o la
enfermedad de Chagas. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, se estima que
entre 7 y 8 millones de personas en el mundo se encuentran infectadas por este
parasito [33] y que un 30-40% tienen o desarrollaran cardiopatias cronicas, sindromes
digestivos o ambos [34]. Tradicionalmente se consideraba que se trataba de una
enfermedad endémica de paises de América Latina, pero debido a los flujos
migratorios, se ha convertido en un problema sanitario emergente en Europa y paises

como Estados Unidos y Canada [34].

1.3.1 Ciclo de vida
T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo durante el cual debe alternar entre un

hospedero vertebrado y un hospedero invertebrado. Los vectores invertebrados que
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transmiten el parasito son especies de la subfamilia Triatominae, especialmente
Triatoma infestans (comuinmente llamada vinchuca) y Rhodnius prolixus. Los pardsitos
son depositados junto con las heces que deja el insecto mientras se alimenta. En este
punto se encuentran en la forma de tripomastigotas metaciclicos, y pueden acceder al
medio interno del hospedero vertebrado a través del sitio de la puncion o a través de
las mucosas. Por tratarse de un parasito intracelular, una vez dentro del organismo
debe ingresar a las células, proceso que requiere del reclutamiento de lisosomas
celulares a la membrana plasmatica de la célula hospedera. Ya dentro de la célula
hospedera, el parasito adopta la forma amastigota, y comienza a replicarse por fisién
binaria, ocupando todo el espacio celular. Luego de varias rondas de replicacién, los
amastigotas se diferenciardn a tripomastigotas y abandonaran la célula huésped,
pudiendo a continuacidn ingresar al torrente sanguineo o infectar otras células
perpetuando asi el ciclo replicativo dentro del hospedero [35-36]. Aquellos
tripomastigotas que hayan alcanzado la circulacion sanguinea podran ser
eventualmente ingeridos por el vector hematoéfago, y una vez que alcancen el intestino
medio de éstos se diferenciaran a la forma epimastigota. En este estadio se dividen por
fisidbn binaria y no son capaces de infectar al hospedero vertebrado, aunque
recientemente se ha descrito que tanto la forma amastigota como la epimastigota son
infectivas, si bien existen diferencias en los tiempos de replicacién, diferenciacion y
liberacion [37]. Una vez que llegan al intestino posterior, detienen la division y se
diferencian a la forma infectiva de tripomastigotas metaciclicos.

Un esquema del ciclo de vida de T. cruzi se presenta en la figura 4. Es posible
apreciar que el mismo implica por un lado cambios a nivel de forma, que preparan al
parasito para los distintos contextos con los que se encontrard a lo largo de su ciclo
vital, y por otro la capacidad de alternar entre formas replicativas y no replicativas
segln se encuentre en un estadio infeccioso o de transmisidon. No es sorprendente por
tanto, que se pongan en marcha importantes mecanismos de regulacién génica que
permitan controlar finamente los cambios que sufre el parasito a lo largo de su ciclo de

vida [38].
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EPIMASTIGOTAS REPLICATIVOS
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Figura 4. Esquema del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Se muestra de forma simplificada el ciclo
vital del protozoario pardsito T. cruzi. En el mismo puede apreciarse la alternancia entre formas
replicativas y no replicativas, asi como estadios intra y extracelulares durante el pasaje por hospederos
vertebrados e invertebrados. Tomado y modificado de [39].

1.3.2 Regulacién de la expresion génica

Uno de los aspectos mas interesantes de la biologia de T. cruzi es el de la regulaciéon
de la expresidn génica. Por un lado, en estos pardsitos los genes codificantes de
proteinas carecen en su amplia mayoria de intrones y se encuentran densamente
empaquetados en clusters, separados por regiones intergénicas no muy extensas.
Estos arreglos de genes constituyen una unidad de transcripcion policistrénica [40-41].
La transcripcién policistrénica implica que ciertos mecanismos deberdn ponerse en
marcha para asegurar que se obtengan transcriptos maduros individuales
(monocistrénicos), es decir poliadenilados en su extremo 3’ y que posean el CAP o
caperuza en el extremo 5. La adicién del CAP se logra por un mecanismo de trans-
splicing, durante el cual los ARNs mensajeros individuales son clivados del precursor y
se unen a través del extremo 5 a una molécula de ARN de aproximadamente 39 nt,
gue posee CAP [42]. Se cree que la adicidn de la cola poliA sucede de forma concertada
a la adicion del CAP [43-44]. Mas interesante aun es el hecho de que genes que se
encuentran en la misma unidad de transcripcidon son diferencialmente expresados.

Todas estas evidencias indican que la mayor parte de la regulacién de la expresion
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génica debe darse a nivel post-transcripcional. De hecho, la sintesis de ARN mensajero
parece ocurrir constitutivamente, de forma que los transcriptos se encuentren
disponibles para ser traducidos a proteinas si fuese necesario. Se cree que la inversiéon
energética en la produccién continua de mensajeros es compensada por la capacidad
de responder rapida y eficientemente a los cambios ambientales como puede ser el
pasaje de un hospedero a otro [45].

De este modo, puntos importantes de regulacion de la expresidn génica incluyen la
estabilidad y recambio de los mensajeros y por tanto su abundancia y disponibilidad
[42, 46], asi como la formacién de cuerpos de procesamiento (cuerpos P o P bodies) y
granulos de estrés, en los que los ARNs mensajeros podran ser degradados,
almacenados o retornar al “pool” traduccionalmente activo [47].

Considerando la naturaleza post-transcripcional de los mecanismos que regulan la
expresion mencionados hasta este punto, no resultaria sorprendente que T. cruzi
presentase la capacidad de regular su expresion génica por vias que involucren
pequefios ARNs. De hecho, estas vias asi como la maquinaria proteica general que la
lleva a cabo se encuentran distribuidas en todo el dominio eucariota, y se cree que
estaban presentes en el Ultimo ancestro comun de éstos [48]. Sin embargo, T. cruzi no
es capaz de desencadenar silenciamiento génico a partir de ARN doble cadena, y la
maquinaria candnica o clasica de silenciamiento por pequefios ARNs parece estar
ausente o muy simplificada en este parasito [49]. No obstante, una serie de resultados
recientes obtenidos por nuestro grupo de trabajo indican que es posible que existan
vias alternativas o no candnicas de regulacién de la expresidn génica mediada por
pequefios ARNs en este parasito. Por un lado, se identificd la existencia de una
proteina, que se expresa en todos los estadios del ciclo de vida del parasito, con
caracteristicas a nivel de dominios que la identifican como una proteina del tipo
Argonauta [50], la principal efectora de la via de regulacién por pequefios ARNs [51]. A
su vez, se ha visto que co-localiza en granulos de epimastigotas sometidos a stress
nutricional con una nueva clase de pequefios ARN derivados de ARN de transferencia
(ARNt) [52]. Los mismos han recibido creciente atencién en los ultimos afios, y seran

discutidos con mayor detalle en secciones posteriores.
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1.3.1 MVs de T. cruzi

En T. cruzi la liberacion de antigenos de superficie en forma de vesiculas
membranosas se reportd hace mas de 20 afios [53]. Recientemente se ha descrito que
tanto los epimastigotas como los tripomastigotas metaciclicos utilizan al menos dos
mecanismos diferentes para la biogénesis y liberacion de MVs. De forma similar a lo
gue ocurre en eucariotas superiores, tiene lugar tanto la formacion y liberacién de
vesiculas de tamafios superiores a 100 nm a nivel de la membrana plasmatica asi como
la exocitosis de vesiculas de menor tamafio a partir de cuerpos multivesiculares, lo cual
en estos parasitos ocurre a nivel del bolsillo flagelar [54]. Los autores de este reporte
demuestran ademas, mediante analisis protedmicos, que existe una distribucién
diferencial de proteinas en las distintas poblaciones de MVs. Finalmente, presentan
evidencias de que los parasitos liberan MVs mientras se encuentran en contacto con la
célula hospedera asi como cuando son internalizados en ésta. Asimismo proponen que
la liberacién de las MVs y su contenido tendrian un efecto en la célula hospedera que
promueve la replicacidén y sobrevida del parasito.

Esta hipdtesis se ve apoyada por evidencias anteriores, tales como el reporte por
parte de Trocoli-Torrecilhas y colaboradores, quienes demostraron que el tratamiento
de ratones con MVs previo a la infeccién producia en éstos muerte prematura, una
intensa respuesta inflamatoria y favorecia el parasitismo cardiaco [55]. De la misma
manera, se ha visto que T. cruzi invade 5 veces mas aquellas células que han sido pre-
tratadas con MVs que las que no han recibido tratamiento [56-57].

Resultados de nuestro grupo de trabajo han demostrado que epimastigotas de T.
cruzi sometidos a stress nutricional liberan grandes cantidades de MVs al medio
extracelular. A su vez, se describié la incorporacion de estas MVs y su contenido no
solo por otros parasitos sino por las células de mamifero hospederas. La incorporacién
de MVs por parte de otros parasitos estimula la transicion del estadio epimastigota no
infectivo al estadio tripomastigota infectivo. En cuanto a las células hospederas, se vio
gue las MVs se encuentran involucradas en la susceptibilidad a la infeccién de las
mismas. Se demostré que el contenido de las MVs solo es transferido a células
susceptibles a la infeccion, al tiempo que las no susceptibles, al ser artificialmente
transformadas con el contenido de las mismas se vuelven susceptibles (Garcia-Silva et

al 2013, aceptado).
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Por otra parte, el secuenciado masivo del contenido de pequeiios ARNs de las MVs
reveld que las mismas contienen principalmente pequeifios ARNs derivados de ARN
ribosomal (ARNr) y de ARNt, pero también de pequeiios ARNs nucleolares (snoARNSs) y
regiones intergénicas (Garcia-Silva et al 2013, aceptado). Los pequeiios ARNs derivados
de ARNt (tsRNAs) fueron reportados por nuestro grupo como la principal poblacion de
pequeios ARNs en este parasito que, como fue mencionado anteriormente, carece de
las vias candnicas de regulacion de la expresion mediada por pequefios ARNs [52].
Asimismo, se observd que los tsRNAs provenian en su mayoria de ciertos ARNt en
particular, tales como los ARNt de Leucina, Treonina y Glutdmico, los cuales en
conjunto dan cuenta de ~80% de los tsRNAs presentes en las MVs. Es interesante
destacar que los tsSRNAs mds representados en las MVs no son los mas abundantes
dentro del parasito (a excepcion del tsRNA derivado del ARNt de Glutdmico), lo cual
indicaria que son incluidos en éstas de forma especifica, y que por lo tanto podrian
cumplir una funcién en la célula de destino, ya sea esta una célula hospedera u otro
parasito. La presencia de pequeiios ARNs derivados de ARNr, ARNt y snoRNA en
vesiculas de patégenos ha sido también reportada en exosomas de L. donovani, si bien
su rol es alin desconocido [58].

En conjunto, los antecedentes presentados sugieren fuertemente que las MVs
tienen un rol relevante en el proceso de infeccién y que podrian estar “preparando” a
la célula hospedera para la invasién del parasito o generando un ambiente propicio
para su sobrevida. Se desconoce aun cuales son los mecanismos por los cuales tendria

lugar este fendmeno y cudl es el rol de los distintos componentes de éstas.

1.4 Pequeiios ARNs derivados de ARN de transferencia (tsRNAs)

El rol de los pequefios ARNs no codificantes (sARNs) como reguladores de la
expresion génica es actualmente ampliamente reconocido. Se cree que hasta un 30%
de los genes humanos ven regulada su expresion, tanto a nivel transcripcional como
post-transcripcional, por vias que involucran pequenos ARNs no codificantes que
tienen la capacidad de inducir el silenciamiento génico a través del apareamiento
secuencia-especifico con los ARN blancos. Varias clases de sARNs han sido

identificadas, entre las que destacan los microARNs (miARNs), los pequefios ARNs
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interferentes (siARNs) y los pequefios ARNs asociados a proteinas Piwi (piARNs) [51,
59].

Gracias al desarrollo de técnicas de secuenciacién masiva aplicadas al estudio del
transcriptoma humano, la familia de pequefios sARNs se ha visto ampliada. Estas
nuevas clases de sRNAs son generadas a partir de otras moléculas de ARN no
codificante, caracterizadas con otras funciones tales como ARNr, ARNt, ARNs
pequefios nucleares (snARNs), snoARNs y vault ARNs [60]. Entre estos, los tsRNAs han
despertado especial interés debido a las evidencias que indican que participan en la
regulacién génica y a que se han encontrado en un amplio rango de organismos tanto
procariotas como eucariotas, siendo una de las clases de sSARNs mds conservados en la

evolucion [61-62].

1.4.1 Clasificacion y biogénesis

Analisis de secuenciado masivo, especialmente en células humanas han resultado
en la descripcion de tsRNAs de distintos tamafios [63-65]. En base a esto y a otras
caracteristicas, los tsRNAs han sido clasificados en 2 grupos: las mitades de ARNt o
tRNA halves, generados luego del clivado del ARNt en el anticodon, con un tamafio de
entre 30 y 35 nucleédtidos, y los fragmentos de ARNt o tRFs, con un tamaiio de ~22
nucledtidos, originados principalmente mediante clivaje por ribonucleasas tipo Dicer. A
continuacion se detallan las caracteristicas de cada uno de estos grupos. En la figura 5
puede verse un esquema de los distintos tipos de tsRNAs y los mecanismos de

generacion propuestos.

1.4.1.1 Mitades de ARNt (tRNA halves)

La generaciéon de mitades de ARNt, también llamados por algunos autores
fragmentos derivados de ARNt inducidos por estrés (sitARNs), ha sido descrita en
miembros de toda la escala evolutiva, y su funcién como reguladores de la expresion
génica ha sido reportada por varios grupos [63-64, 66-76]. El clivado de los ARNt en el
anticodon es una respuesta conservada a ciertos tipos de estrés, tales como el
oxidativo o el nutricional, pero no a la radiacién y o UV en células humanas y levaduras
[77]. La Angiogenina es la enzima encargada de producir el clivaje en eucariotas

superiores [78-79], mientras que en levaduras quien lo hace es Rny1 [74].
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Figura 5. Representacion de la fuente y mecanismo de biogénesis de las mitades de ARNt y
fragmentos de ARNt. A: se muestra la generacién de las mitades de ARNt a partir de moléculas de ARNt
maduras gracias a la accidon de enzimas que las clivan a nivel del anticodon (Angiogenina o Rnyl). Las
mitades derivadas del sector 3’ o 5’ se muestran en azul o verde respectivamente. B: esquema del
origen de los fragmentos de ARNt (tRFs) y su clasificacién en tres grupos. En amarillo se muestran los 3’
U tRFs, en azul claro los 3’ CCA tRFs y en verde claro los 5’ tRFs. C: se presenta de forma simplificada las
vias de biogénesis de los tRFs. Los 3’ U tRFs podrian ser generados en el nucleo por la accion de la
tRNAsaz durante la maduracion de los ARNt (1), y luego exportados al citoplasma. Otra posibilidad es
que ARNt inmaduros sean exportados prematuramente al citoplasma, donde una fraccién citosélica de
la tRNAsaZ pueda cortarlos (2). Finalmente, los 3" CCA y los 5’ tRFs podrian ser producidos en cualquier
punto luego del procesamiento del ARNt (por la tRNAsaZ y la RNAsaP), a partir de ARNt plegados
incorrectamente, plegados correctamente pero no aminoacilados o cargados con su aminoacido
correspondiente (3) a través de la accidn de Dicer u otras proteinas tales como la Angiogenina. Tomado
y modificado de [80]
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Se considera que las mitades de ARNt provienen principalmente de transcritos de
ARNt ya procesados, dado que las mitades identificadas no tienen intrones pero si
extremos 3’ y 5" maduros, e incluso algunos presentan la secuencia CCA en el extremo
3’, caracteristica de los ARNt. Sin embargo, a pesar de que los ARNt maduros parecen
ser la fuente de las mitades de ARNt, no se registra una disminucién en los niveles de
los primeros luego de la biogénesis de los ultimos, lo cual indica que solo una pequeia
fraccién del pool de ARNt maduros se ve involucrada en el proceso [81]. La produccién
de mitades de ARNt no estd restringida a ARNt especificos, lo cual no implica que se
trate de un proceso azaroso no regulado que afecta a cualquier molécula de ARNt
indistintamente. De hecho, se ha visto en Drosophila que al menos algunos ARNt
pueden ser protegidos del clivaje gracias a la metilacién por Dnmt2 [73].

En los distintos organismos en los que han sido descritos, las mitades de ARNt se
han visto asociadas a procesos como la proliferacién o el desarrollo. En Tetrahymena
thermophila se generan frente a la falta de ciertos aminoacidos con posibles efectos
sobre la regulacidn del ciclo celular [70]. En Aspergillus fumigatus su generacién tiene
lugar durante la conidiogénesis [69], mientras que en Streptomyces coelicolor, su
produccién estd relacionada a cambios morfolégicos [67]. Finalmente, en Giardia
lamblia, se han visto asociados a la transicién entre el estadio de trofozoito y el de
quiste [71].

En cuanto al mecanismo por el cual actian como reguladores de la expresién
génica, Emara y colaboradores reportaron que la mitad 5 de ARNt de Alanina
(principalmente), generada por el corte con Angiogenina, es capaz de inhibir el inicio
de la traduccion, de forma independiente del factor de iniciacion 2a, y de inducir la
formacién de granulos de estrés bajo ciertas condiciones en células de mamifero [82].
Posteriormente se describié que la habilidad de inhibir la traduccidn se correlacionaba
con la capacidad de la mitad del ARNt de desplazar el factor elF4G/A del ARN
mensajero [83]. Por otra parte, se ha visto que la enzima tRNAsaZ, involucrada en el
procesamiento y maduracién del ARNt en células de mamifero, es capaz de degradar y
por lo tanto silenciar la expresion de ARNs mensajeros utilizando un pequeno ARN guia
complementario [84]. Se ha visto que la mitad 5’ del ARNt de Glutdmico puede ser
utilizada como ARN guia y dirigir a la tRNAsaZ para la degradacién de ARNs mensajeros

con secuencias complementarias al tsRNA [85].
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1.4.1.2 Fragmentos de ARNt (tRFs)

Como se menciond anteriormente, los tRFs son fragmentos de ARNt de un tamafio
menor al de las mitades de ARNt, y han recibido especial atencién debido a sus
similitudes con otros sRNAs, particularmente los miRNAs [68]. De acuerdo a la region
del ARNt del que provienen, se los ha clasificado en 3 grupos. Un grupo incluye
aquellos tRFs derivados del extremo 5" de ARNt maduros o inmaduros, y se les ha
llamado 5°tRFs. Otro se compone de los fragmentos generados a partir del extremo 3’
de ARNt maduros, y presentan la secuencia CCA, por lo que se los ha denominado
3’CCA tRFs. El dltimo grupo comprende a los tRFs derivados del extremo 3’ de ARNt
inmaduros o pre-ARNt (también lIlamados “trailers 3’”), que caracteristicamente
presentan repetidos de uridinas en el extremo 3’, y por ende reciben el nombre de 3' U
tRFs [62].

En cuanto al rol de los tRFs en células de mamifero, dos grupos de forma
independiente estudiaron el rol de un tRF (tRF 1001), perteneciente al grupo de los 3’
U tRFs. Por un lado, Lee y colaboradores reportaron que este tRF tendria efectos sobre
la proliferacién celular [65], mientras que de forma independiente, se determind que
este tRF se encontraba asociado a proteinas Argonauta, y presentaba actividad de
silenciamiento, de forma similar a los miARNs [68].

En relacion a su biogénesis, la maquinaria involucrada en la generacién de estos
fragmentos es en cierta medida compartida con la encargada de la maduracion de los
ARNt. En particular, en el caso de los 3’ U tRFs, estos son generados por la accién de la
tRNAsaZ, encargada de la remocidn del trailer 3’, uno de los pasos de la maduracién de
los ARNt, que tiene lugar en el nucleo. Sin embargo, la mayor parte de los tRFs se
encuentran casi exclusivamente en el citoplasma, lo cual implica que luego de ser
generados deberan ser exportados fuera del nucleo. Alternativamente, una fraccion
citoplasmatica de la tRNAsaZ podria generar los 3’ U tRFs a partir de ARNt inmaduros
gue abandonaron el nicleo prematuramente [68, 85-86]. En el caso de los 5’ tRFs y los
3’ CCA tRFs, en células de mamiferos, su produccién parece ser dependiente de la
enzima Dicer [63, 68], una endonucleasa con un rol fundamental en la biogénesis de
otros pequefios ARNs tales como los miARNs. La misma escinde sustratos de ARN
doble cadena, dando lugar a fragmentos de ARN de un tamafio definido, generalmente

entre 21 y 25 nucledtidos [51]. La accion de Dicer tiene lugar en el citoplasma por lo
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que para la generacion de los tRFs, los ARNt deber ser exportados desde el nucleo, lo
cual puede suceder en distintos puntos de su maduracién, dependiendo asimismo del
tipo de tRF del que se trate. A pesar de los reportes que indican que la generacién de
estas clases de tRFs depende de Dicer, en un trabajo reciente por Li y colaboradores
donde se analizan por secuenciado masivo células normales y deficientes en Dicer, se
propone que la generacién de los tRFs como familia en términos generales es
independiente de Dicer, la cual solo afectaria a ciertos ARNt en particular, y que la
Angiogenina seria capaz de generar fragmentos cortos de ARNt ademas de las mitades
de ARNt [82, 87].

Independientemente de las posibles discrepancias en cuanto a la maquinaria
encargada de generacidon de los tRFs, existe acuerdo de que no se trata de productos
de degradacién. El andlisis detallado de datos de secuenciacién masivo muestra
claramente que los tRFs son generados siguiendo un patrén de clivado especifico, ya
sea desde el extremo 3’ 0 5’, encontrandose casi completamente ausentes secuencias
que incluyan la regién del anticodén [63, 65, 68]. Ha sido sugerido ademas que, de
forma similar a lo que sucede en la via de generacion de los miARNSs, la acumulacién de
fragmentos derivados de un extremo mas no de otro puede deberse a la retencién
preferencial en la célula de uno de ellos [87]. Esta, junto con otras caracteristicas
mencionadas anteriormente (tales como su tamafio o su posible generacién via Dicer),
los hace muy similares a los miARNs o los siARNs. Adicionalmente, muchos tRFs han
sido encontrados en asociacién con proteinas Argonauta [68, 88], las cuales, como ya
fue mencionado, son fundamentales en la via de silenciamiento por pequeios ARNSs.
Es posible que esta asociacién impliqgue que los tRFs compitan con otros pequefios
ARNs que clasicamente se unen a estas proteinas. De esta forma, podrian actuar por
un lado interfiriendo con la via de silenciamiento mediada por miARNs o siARNs, o
redirigiendo esta maquinaria a un grupo diferente de blancos en respuesta a

determinados estimulos o bajo ciertas condiciones de estrés.
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En conjunto, los antecedentes presentados a lo largo de la introduccion muestran
que la generacion y liberacién de MVs es un fendmeno que ocurre de forma casi
universal a lo largo de la escala evolutiva. En el caso de eucariotas inferiores
patégenos, como lo es T. cruzi, existen evidencias que apoyan la idea de que éstas
tienen un rol en la infeccidn, favoreciéndola, y un efecto sobre las células hospederas.
Es interesante asimismo la inclusién en las MVs de algunos miembros de la principal
clase de pequeiios ARNs presentes en este parasito (tsRNAs), que no presenta las vias
clasicas de regulacién de la expresion génica mediada por pequeiios ARNs, a pesar de
gue la mayor parte de la regulacidén en éste ocurre de forma post-transcripcional. Estos
tsRNAs han sido descritos en una amplia variedad de organismos, tienen funciones
regulatorias de la expresion génica por mecanismos no completamente dilucidados vy
podrian representar una via ancestral de regulacion de la expresién. Es en este
contexto que se plantean los objetivos de este trabajo, en el cual se buscé contribuir al

entendimiento de cada uno de los aspectos mencionados desde distintos abordajes.
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Objetivo general

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar la interaccion mediada por MVs
entre el protozoario parasito T. cruzi y la célula hospedera, a nivel celular y molecular.
Considerando los antecedentes planteados, la hipétesis de trabajo es que las MVs
inducirdn cambios epigenéticos en la célula hospedera que favoreceran la infeccién

por parte del parasito.

Objetivos especificos:

1. Identificar las vias de entrada a la célula de las MVs secretadas por el parasito.

2. Evaluar los cambios en la expresién génica de las células hospederas inducidos
por la incubacién con MVs empleando microarreglos de ADN copia.

3. Estudiar el posible rol de los tsRNAs transportados en las MVs de T. cruzi de

modular la expresidn génica en la célula hospedera.
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3.1 Cultivo de epimastigotas de T. cruzi

Epimastigotas de T. cruzi, de la cepa Dm28c fueron mantenidos en fase de
crecimiento exponencial en cultivo axénico, en medio LIT (Liver Infusion Tryptose)

suplementado con 10 % de suero bovino fetal (SBF) a 28°C, con pasajes cada 4 dias.

3.2 Cultivo de linea celular Hela

Células humanas derivadas de cancer de cuello uterino de la linea Hela fueron
mantenidas en estufa a 37°C y 5% de CO, en medio RPMI suplementado con 10 % de
SBF y antibidticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 mg/ml), con pasajes al

alcanzar ~80% de confluencia.

3.3 Obtencion y purificacion de microvesiculas de T. cruzi

Siguiendo procedimientos puestos a punto en el grupo de trabajo se inocularon
1x108 epimastigotas de T. cruzi en fase de crecimiento exponencial en 100 mL de
medio LIT suplementado con 10% de SBF. Se mantuvieron a 28°C durante 5 dias. El 5°
dia de cultivo el medio LIT-10% SBF es sustituido por medio de cultivo RPMI sin SBF.
Los pardsitos fueron mantenidos en este medio a 28°C durante 48 horas.
Posteriormente el sobrenadante fue colectado y a partir del mismo se realizd Ila
purificacion de MVs, siguiendo el protocolo de Théry et al (2006) con algunas
modificaciones. Brevemente, el sobrenadante libre de parasitos se centrifugd a 15000
g durante 45 minutos a 4°C, descartandose el pellet. El sobrenadante fue entonces
centrifugado a 100000 g durante 70 minutos a 4°C. El pellet conteniendo las MVs fue
lavado 1 vez con PBS 1X. El pellet final se resuspendid en 300 L de PBS, HBS o medio
RPMI dependiendo de su utilizacion posterior. La concentracién de proteinas en la
preparacion de MVs (como estimador de la cantidad de MVs) fue determinada
mediante el ensayo de Bradford en microplaca. Para los ensayos de interaccion con las

células hospederas, el protocolo de purificacion de MVs fue realizado en condiciones

de esterilidad.
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3.4 Electroporacion de MVs de T. cruzi

Aproximadamente 15 pg de MVs resuspendidas en buffer HBS (Hepes Buffered
Saline, ver Anexo) fueron incubadas durante 10 minutos en hielo con una sonda de
ADN marcada con Cy3 o con FAM (Ver Anexo) en una concentracién final de 50 uM en
cubetas de electroporacién de 4 mm. Posteriormente fueron sometidas a un pulso de
450V, 1300 pF y 13 Q en el sistema ECM 600°® de BTX. Para permitir la recuperacién de
las MVs electroporadas, las mismas fueron incubadas a 37°C durante 2 horas o a 4°C
overnight. Nos referiremos a aquellas MVs que incorporaron la sonda marcada con Cy3
(cyanine 3) como MVs-Cy3 y a aquellas marcadas con FAM (carboxifluoresceina) como
MVs-FAM (Ver figura 6). Todos los procedimientos fueron llevados a cabo en

condiciones de esterilidad.

_ Electroporacion c¢/sonda O Og MVs-FAM

O marcada ¢/FAM o
" 00 O
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Figura 6. Esquema representativo del marcado de las MVs. Las MVs purificadas fueron electroporadas
con una sonda marcada con carboxifluoresceina (MVs-FAM) o Cyanine3 (MVs-Cy3).

3.5 Puesta a punto de las condiciones de incubacion de células
hospederas con MVs de T. cruzi

Con el fin de poner a punto de las condiciones de incubacién se hicieron crecer
células Hela sobre cubreobjetos en placas de 6 pocillos en las condiciones antes
descritas.

3.5.1 Determinacion del tiempo de incubacion

Para la determinacién del tiempo de incubacion, las mismas fueron tratadas
durante 30 minutos, 2 horas y 24 horas con MVs-Cy3. Transcurrido el tiempo de

incubacidn, el medio de cultivo fue removido, las células tratadas con MVs-Cy3 fueron
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lavadas con PBS, tefiidas con DAPI y analizadas por microscopia de epifluorescencia
(Ver figura 7).

3.5.2 Determinacion de la relacién MVs/célula

Para la determinacion de la relacion MVs/células a emplear durante la incubacion,
el mismo nimero de células Hela (0.5x10°) fueron sembradas y crecidas sobre
cubreobjetos y posteriormente incubadas con cantidades crecientes de MVs no
marcadas durante 2 horas en estufa a 37°C y 5% CO,. Posteriormente las células
fueron sometidas a FISH, para la deteccidén de pequefios ARNs presentes en las MVs de
T. cruzi. Para ello fueron lavadas con PBS, fijadas con paraformaldheido (PFA) 4% en
PBS, lavadas con PBS e incubadas con NH4Cl 25 mM, nuevamente lavadas con PBS y
permeabilizadas empleando PBS-Triton 0,2%. Luego de lavados consecutivos con SSC
2X y SSC 2X-formamida 50%, los cubreobjetos fueron bloqueados y prehibridados en
buffer de hibridacién durante 1 hora a temperatura ambiente. La hibridacion se realizd
overnight, a 37°C, en camara humeda, empleando una concentracion final de la sonda
de 100 nM. Luego de la hibridacién los cubreobjetos fueron lavados dos veces con SSC
2X-formamida 50%, dos veces con SSC 2X, 1 vez con SSC 1X, incubados con DAPI
(Img/mL) y finalmente lavados con SSC 0,5X y SSC 0,1X. Para amplificar la sefial
proveniente de la sonda, las células fueron incubadas con el anticuerpo anti-Cy3
(Invitrogen), utilizando el anticuerpo anti-mouse-TRITC (Invitrogen) como anticuerpo

secundario. Por ultimo, las células analizadas por microscopia de epifluorescencia. (Ver

figura 7).
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Figura 7. Representacion de los ensayos realizados para la puesta a punto de las condiciones de
incubaciéon de las MVs con las células hospederas. A: Determinacion del tiempo de incubacion con
MVs, en el que se incuban MVs-Cy3 durante distintos tiempos con células Hela. B: Determinacion de la
relacion MVs/células. Se tratan células con cantidades crecientes de MVs no marcadas,y la presencia de
estas se determina luego de 2 horas mediante FISH e inmunofluoresciencia (IFl) anti-Cy3.
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3.6 Ensayos de viabilidad

Las células tratadas con MVs fueron sometidas a ensayos de viabilidad celular
mediante tincidén con cristal violeta a las 24, 48 y 72 horas luego de la incubacién con
MVs en las condiciones definidas durante la puesta a punto. El ensayo se llevd a cabo
en placas de 96 pocillos, con 7 réplicas para cada condicion. Las células control fueron
tratadas con HBS, ya que éste es el buffer en que se encontraban las MVs. Por otra
parte, células transfectadas en las condiciones descritas en el item 3.8 fueron
sometidas al mismo ensayo, 24h horas post-trasfeccion. El ensayo se realizé en placas
de 96 pocillos, con 8 réplicas para cada condicion. Como control se incluyeron células
sin tratar y células tratadas Unicamente con el agente de transfeccion.

En ambos casos, luego del tratamiento y transcurrido el tiempo correspondiente,
las células fueron lavadas con PBS y fijadas con PFA 4%. Posteriormente fueron
incubadas durante 10 minutos en una soluciéon de cristal violeta 0,05% en etanol 20%.
Luego los pocillos fueron lavados con agua del grifo, secados con papel absorbente, e
incubados durante 15 minutos con etanol 95%. Finalmente se midiod la densidad dptica
a 595 nm en el lector de placas Multiskan Ex (Thermo Scientific). Para determinar la
existencia de diferencias significativas se aplicé un test de t o un ANOVA, dependiendo

del ensayo.

3.7 Andlisis de las vias de entrada de las MVs a la célula hospedera

Para la identificacién de las posibles vias de entrada a la célula hospedera se
emplearon marcadores de ciertos compartimentos celulares, candidatos de acuerdo a
la literatura. Células Hela fueron tratadas durante 5 o 30 minutos con MVs-FAM, y
durante 30 minutos, 2 horas o 24 horas con MVs-Cy3. Todas las incubaciones se
realizaron en estufa a 37°C y 5% CO,. Transcurrido el tiempo de incubacién, el medio
de cultivo de las células tratadas con las MVs-FAM fue removido y las mismas fueron
incubadas con el marcador de membranas celulares CellMask Orange (Invitrogen).
Posteriormente las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con paraformaldehido
(PFA) al 4% para finalmente ser sometidas a tincion con DAPI (Invitrogen). Por otra
parte, las células tratadas con MVs-Cy3 fueron lavadas con PBS, fijadas con PFA al 4%
y permeabilizadas empleando PBS-Triton 0,2%. Posteriormente las mismas fueron

incubadas con alguno de los siguientes anticuerpos primarios: anti-EEA1 (endosomas
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tempranos; 30 minutos y 2 horas), anti-Rab7 (endosomas tardios; 30 minutos y 2
horas), anti-LAMP (lisosomas; 2 y 24 horas). El anticuerpo anti-Rabbit Alexa 488
(Invitrogen) fue empleado como anticuerpo secundario en todos los casos. Por ultimo,
las células fueron tefiidas con DAPI y analizadas por microscopia de epifluorescencia
(Ver figura 8).
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Figura 8. Diagrama de los ensayos llevados a cabo para la identificacion de las vias de entrada de las
MVs a la célula hospedera. Por un lado se utilizan MVs-FAM en conjunto con el marcador de
membranas celulares CellMask, y por otro se emplean MVs-Cy3 en combinacién con distintos
marcadores celulares (EEA1, Rab7, LAMP). Se realizan asimismo incubaciones de distinta duracion.

3.8 Transfeccion de células Hela con pequeios ARNs sintéticos

Células de la linea Hela fueron transfectadas con oligoribonucledtidos sintéticos
(Integrated DNA Technologies), con ciertas modificaciones quimicas que les confieren
mayor resistencia a nucleasas celulares (agregado de 2-O-metilo en algunas bases y
esqueleto de fosforotioato). Los mismos tienen unido un marcador fluorescente (Cy3 o
FAM) para poder verificar la entrada de los oligonucledtidos a las células. Las
caracteristicas de las distintas sondas de ARN se presentan en la Tabla S1 (Ver Anexo).
Las sondas sintéticas corresponden a los pequefios ARNs identificados mediante
secuenciado masivo como los mds abundantes dentro de las MVs secretadas por T.
cruzi (Garcia-Silva et al 2013, aceptado). Asimismo se disefiaron sondas con la misma
composicion de bases pero distinta secuencia (indicadas como “Scr” o Scrambled),
como control de especificidad. Se utilizé Lipofectamine 2000 (Invitrogen) como agente
de transfeccidon (2uL/mL) y se utilizé 1 pmol de sonda a una concentracion final de 20

nM.

27



3. Materiales y métodos

3.9 Ensayos de microarreglos

3.9.1 Obtencidon de las muestras

3.9.1.1 Células tratadas con MVs

Para la obtencion del ARN necesario para realizar los ensayos de microarreglos, la
misma cantidad de células Hela fue sembrada en botellas de cultivo de 25 cm? y
mantenida en las condiciones antes detalladas. Posteriormente las mismas fueron
incubadas con la preparacion de MVs (no electroporadas) durante 2 horas en estufa a
37°C y 5% CO,. Luego de transcurridas las 2 horas de interaccion, el medio
contendiendo MVs fue removido, las células se lavaron con PBS y se adiciond medio de
cultivo fresco. La colecta de las células para la extraccién de ARN se realizé a las 6, 24 o
72 horas post-interaccion. Las células control recibieron el mismo tratamiento, siendo
incubadas con medio de cultivo sin agregado de MVs. Cada condicién se realizd por
triplicado.

3.9.1.2 Células transfectadas con tsRNAs

El mismo nimero de células Hela fue sembrado en botellas de cultivo de 25 cm? y
mantenida en las condiciones descritas anteriormente. Posteriormente las mismas
fueron transfectadas con cada una de las sondas de ARN descritas anteriormente por
separado, a una concentracién de 20 nM. 24 horas post-transfeccidn las células fueron
colectadas para la extraccién de ARN. Como control se incluyeron células tratadas
Unicamente con el agente de transfeccién. Las células transfectadas con las sondas
Leu™® y Thr*®" se incluyeron por triplicado, mientras que las transfectadas con
Leu®Cscr, Thr*®"scr y las células control se realizaron por duplicado.

3.9.2 Purificacidn y procesamiento del ARN

Para la extraccion de ARN se empled un protocolo mixto. Las células (tratadas y
control) fueron colectadas y lisadas con TRIzol (Invitrogen). Posteriormente se
adicionaron 200 uL de cloroformo por cada mL de TRIzol utilizado, se aplicé vortex, se
dejo reposar por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé la muestra por 15
minutos a 12000g a 4°C. La fase acuosa obtenida fue entonces procesada empleando
el kit lllustra RNAspin Mini Isolation kit (GE Healthcare), en el caso de las muestras de
células tratadas con MVs, y con el kit RNAeasy mini kit (QIAGEN) para las muestras de

células trasnfectadas, siguiendo las recomendaciones del fabricante correspondiente.
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La integridad y calidad del ARN obtenido fue evaluada utilizando el kit RNA 6000 Nano
LabChip en el equipo 2100 Bioanalyzer System (Agilent Technologies).

La amplificacion y el marcado del ARN fueron llevados a cabo empleando el kit
Quick Amp Labeling Kit-one color (Agilent Technologies), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Todas las muestras fueron marcadas con Cy3. El ARN marcado y
amplificado fue purificado mediante el kit RNAeasy mini kit (QIAGEN) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La cuantificacion del ARN y la determinacién del ARN
marcado fueron realizadas utilizando la herramienta Microarray Measurement del
equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).

3.9.3 Hibridacion, lavado y escaneo de los microarreglos

La etapa de hibridacién de los chips de microarreglos se realizé empleando el kit
Gene Expression Hybridization kit (Agilent Technologies), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El disefio de los chips se muestra en la figura 9.

Las etapas de lavado se realizaron utilizando el kit Gene Expression Wash Buffer kit
(Agilent Technologies) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La lectura de los
chips, asi como los primeros controles de calidad se realizaron en el High-Resolution C
scanner (Agilent Technologies).

3.9.4 Analisis de los resultados

Los resultados de la lectura de los chips fueron analizados empleando el software
GeneSpring Multi-Omics Analysis, versién 12.1 (Agilent Technologies). Los valores de
intensidad de fluorescencia fueron transformados a escala logaritmica, normalizados
mediante normalizacién por cuantil y mediante ANOVA se identificaron aquellos genes
gue se encontraban diferencialmente expresados con respecto al control que
presentaran un p-valor £ 0.05 (la computacion del p-valor se realizé de forma
permutativa, con 100 iteraciones, empleando la correccién de Benjamini-Hochberg).
Las listas de genes diferencialmente expresados fueron analizadas empleando las
herramientas del software antes mencionado, asi como también a través de la
plataforma DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery,

[89-90]), disponible en linea.
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Figura 9. Diseiio de los chips de microarreglos del tipo 4x44k (Agilent Technologies.: A. Distribucion de
las muestras tratadas con MVs. C.1, C.2, C.3: muestras control (sin tratamiento con MVs); 6.1, 6.2, 6.3:
muestras del tiempo uno (6 horas post-tratamiento con MVs); 24.1, 24.2, 24.3: muestras del tiempo dos
(24 horas post-tratamiento con MVs); 72.1, 72.2, 72.3: muestras del tiempo tres (72 horas post-

tratamiento con MVs). B. Distribucién de las muestras transfectadas con tsRNAs. L.1, L.2, L.3: muestras

transfectadas con la sonda LeuCAG; T.1, T.2, T.3: muestras transfectadas con la sonda ThrAGT; LS.1, LS.2:

muestras transfectadas con la sonda LeuCAGScr; TS.1, TS.2: muestras transfectadas con la sonda
ThrAGTScr; C.1, C.2: muestras tratadas con el agente de trasfeccion (Lipofectamine 2000).

3.10 PCR en tiempo real (qPCR)

Para la validacion de los resultados obtenidos en los ensayos de microarreglos se
analizaron las muestras de ARN mediante PCR en tiempo real (QPCR). Para ello, 1 ug de
ARN de cada una de las muestras (por triplicado) fue sometido a retrotranscripcion,
empleando la retrotranscriptasa Super Script Il (Inivtrogen) y un oligo poli-dT como
cebador para poder generar ADN copia (ADNc) de los ARNs mensajeros presentes en
cada muestra, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Asimismo, se disefiaron
cebadores para la amplificacion especifica de los siguientes genes humanos: ATF3,
DUSP6, CAXCL2 y GAPDH (utilizado para la normalizacién). La secuencia de los
cebadores disefiados, asi como sus caracteristicas se detallan en la Tabla S2 (ver
Anexo). Previo a la realizacion de los ensayos de qPCR los cebadores disefiados fueron
testeados en reacciones de PCR a tiempo final para la puesta a punto de las
condiciones de ciclado y para verificar que dieran lugar a un Unico producto de PCR del

-AACt

tamafio esperado. Se aplicé el método de 2 [91] para el andlisis de los datos.
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4. Resultados y Discusion

El presente trabajo tenia por principal objetivo estudiar la interaccién entre el
protozoario parasito T. cruzi y las células de mamifero hospederas, que tiene lugar no
de forma directa, sino a través de microvesiculas que el parasito libera al medio
extracelular.

Esta interaccion fue abordada a distintos niveles. Por un lado, se buscé identificar la
via de ingreso de las MVs a la célula, empleando microscopia de fluorescencia.
Posteriormente, se evalud la respuesta celular al tratamiento con MVs a nivel del
transcriptoma mediante microarreglos de ADN copia. Finalmente se analizé el efecto
sobre las células hospederas de dos pequeifios ARNs derivados de ARNt,
representativos de la fraccién de pequenos ARNs que transportan las MVs, también a
nivel de los mensajeros de ARN.

Los resultados de este trabajo se presentan en cinco secciones. En la primera se
describen los ensayos realizados para la determinacion de las condiciones del
tratamiento o la incubacién de las células hospederas con las MVs de T. cruzi. En la
segunda parte se muestran los resultados del analisis de las vias de entrada de las MVs
del parasito a la célula. En las secciones tres y cuatro se presentan los resultados del
analisis de expresidn génica de células tratadas con MVs o con pequefios ARNs
derivados de ARNt. Finalmente, en la ultima seccién se presentan los resultados de la

validacioén de los microarreglos mediante PCR en tiempo real.
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4.1 Puesta a punto de las condiciones de incubacion de las MVs de T.

cruzi con la célula hospedera

Para poder analizar el efecto que tienen las MVs producidas por el pardsito sobre la
célula hospedera, fue necesario determinar las condiciones de interaccién, es decir el
tiempo durante el cual tendria lugar, y cudl seria la relacién de MVs por célula.

Con este fin, en primer lugar se incubaron MVs-Cy3 con las células hospederas
durante distintos tiempos (detallados en la seccién Materiales y Métodos), y la entrada
de las mismas a la célula se verificé por microscopia de fluorescencia. Los resultados
obtenidos se presentan a continuacién (figura 10). En la figura 10 puede apreciarse
como en todos los tiempos ensayados es posible detectar la presencia del contenido
de las MVs en la célula, a través de la sefal de la sonda marcada con Cy3. Se selecciond

la condicion intermedia (2 horas) como tiempo de incubacion.

MVs-Cy3 Control s/MVs
—_>
/
"4 “—
30 minutos 2 horas 24 horas

Figura 10. Determinacion del tiempo de incubacion. Se muestran imdgenes representativas de células
incubadas con MVs-Cy3 durante 30 minutos, 2 horas y 24 horas. En azul se observan los nucleos tefiidos
con DAPI, y en rojo las MVs (Cy3). Las flechas indican la presencia de la carga de las MVs dentro de la
célula. Se presenta también un control de células sin tratar con MVs (Control s/MVs). Las imagenes
fueron tomadas con un aumento de 20X.

Posteriormente se analizé la cantidad de MVs con las que se incubarian las células.
En nuestras condiciones experimentales, la fraccion microvesicular obtenida a partir de
10.10° parasitos rindié6 ~1.2 pg de proteinas (0.12 ng por cada 1.10°). Para la
determinacion de la cantidad de MVs con la que se incubarian las células, se ensayaron
5 cantidades diferentes expresadas en pL de preparacién (1 pl= 4 ng de fraccion
vesicular) de MVs no electroporadas, las cuales fueron evaluadas por microscopia de
fluorescencia. En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos. Es posible observar
como la senal proveniente de las MVs aumenta con la cantidad de MVs utilizadas. Se

selecciond el tratamiento con 40 pL de MVs (aproximadamente 160 ng) para 0.5x10°
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células. Se consideré que esta cantidad de MVs no parecia saturar a la célula, siendo
sin embargo suficiente como para poder detectar efectos en ensayos posteriores. Cabe
mencionar que esta cantidad de MVs no necesariamente refleja las condiciones
fisiopatoldgicas, y que actualmente no se cuenta con informacién clara respecto a la

cantidad de MVs que el parasito produce durante la interaccion con la célula

hospedera.
Control s/MVs 10 uL de MVs 20 L de MVs
40 uL de MVs 80 uL de MVs 160 puL de MVs

Figura 11. Determinacion de la relacion MVs-célula. Imagenes de microscopia de fluorescencia de
células Hela incubadas con cantidades crecientes de MVs durante 2 horas. Se muestran imagenes
representativas en aumento 20X de cada condicidon. En azul se observan los nucleos tefidos con DAPI, y
en rojo las MVs detectadas por (Cy3).

Como control, en cada ensayo en que las células hospederas fueran tratadas con
MVs, la entrada de las mismas se verificd por FISH, siendo el resultado de éste similar
en todos los tratamientos, y acorde a lo observado durante la puesta a punto de las
condiciones de incubacidn.

La obtencién y purificacion de MVs a partir del sobrenadante de T. cruzi se realiza
de forma rutinaria en el Laboratorio de Gendmica Funcional y las fracciones obtenidas
han sido analizadas por microscopia de transmisidn, durante la puesta a punto del
protocolo de purificacion. Una imagen representativa de la fraccion de MVs obtenidas

mediante este protocolo se presenta en la figura S1 (ver seccién Anexos). Se observa
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que la preparacion de MVs obtenida esta constituida por una poblacion heterogénea,
cuyos tamafios varian entre los 30 y los 1000 nm.

La necesidad de la estandarizacion de los métodos tanto de purificacion como de
caracterizacion de las preparaciones de MVs es un tdépico que se encuentra
actualmente en discusion. Existen multiples técnicas para el analisis de fracciones
vesiculares, tales como la microscopia electréonica de transmisién (MET), la de fuerza
atdémica, la dispersién dindmica de luz, y la citometria de flujo. Cada una de éstas
presenta tanto ventajas como limitaciones. La MET es la mas ampliamente utilizada, y
es considerado el “gold standard” para la determinacion del tamafio de las vesiculas
presentes en una preparacion [4], al tiempo que permite evaluar también aspectos
morfoldgicos, estructurales y la presencia de ciertos marcadores si se la acopla con
inmunomarcado. Sin embargo, no permite la determinacién de la concentracién de
MVs. Mas recientemente se ha comenzado a utilizar la tecnologia de analisis del
seguimiento de particulas o Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), la cual permite
evaluar tanto la distribucion de tamanos de la poblacion de MVs, asi como la
concentracion de la preparacion [92]

Con los resultados obtenidos a partir de los ensayos realizados se definieron las
condiciones en las cuales se incubarian las células Hela para posteriores andlisis. De
esta forma, en este trabajo la incubacién o el tratamiento con MVs implica una
incubacién de 2 horas, con 40 pL de MVs cada 0.5x10° células, a menos que se
indiquen condiciones diferentes. Como se menciona en la seccién Materiales vy

Métodos, todos los tratamientos fueron realizados a 37°C, en estufa con 5% CO,.

4.1.1 Ensayo de viabilidad de células incubadas con MVs de T. cruzi

Con el fin de evaluar posibles efectos adversos del tratamiento con MVs sobre la
célula hospedera, las celulas tratadas en las condiciones definidas fueron sometidas a
un ensayo de viabilidad celular mediante tincidn con cristal violeta. Los valores de
absorbancia obtenidos fueron analizados mediante un test de t para determinar la
existencia de diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad de células
tratadas y no tratadas (para cada tiempo de forma independiente), con un p < 0,05.
Los resultados de este analisis se muestran en la figura 12. Es posible apreciar que no

se observan diferencias significativas en la viabilidad en ninguno de los tiempos
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estudiados. Esto indicaria que el tratamiento con MVs no afecta a las células en cuanto

a su viabilidad o capacidad de proliferacion.

UADbS 595 nm
1,6

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

24 hs s/MVs 24 hsc/MVs 48 hs s/MVs 48 hsc/MVs 72 hss/MVs 72 hs ¢/MVs

Figura 12. Andlisis de la viabilidad de células tratadas con MVs mediante tincidn con cristal violeta. Se
muestra la absorbancia media a 595 nm vy el desvio estandar para los tres tiempos analizados (24, 48 y
72 horas luego de la incubacion con MVs), para las células no tratadas (gris claro) y tratadas (gris
oscuro). No se observan diferencias significativas en ninguno de los tiempos estudiados. N=7
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4.2 Analisis de las vias de entrada de las MVs de T. cruzi a la célula

hospedera

Se ha descrito en la literatura, en particular para MVs humanas, que el ingreso de
las mismas a la célula de destino ocurre mediante distintos tipos de endocitosis [93-
98]. Para evaluar si las MVs de T. cruzi son capaces de ingresar a las células de
mamifero mediante este mecanismo, células Hela fueron incubadas por distintos
tiempos con MVs electroporadas (con sondas marcadas tanto con Cy3 como con FAM)
y posteriormente analizadas mediante inmunoflorescencia, empleando diferentes
marcadores, como se describe en la seccién n° 3 (Materiales y métodos).

Las imagenes obtenidas mediante microscopia muestran que a los 5 minutos de
incubacién, las MVs se encontrarian a nivel de la membrana plasmatica, sin haber
ingresado aun a la célula (figura 13-A). Luego de 30 minutos de incubacién, la sefial
proveniente de las MVs no parece colocalizar con la de los anticuerpos a-EEA1 y a-
Rab7, marcadores de endosomas tempranos y tardios respectivamente, si bien
tampoco parecen encontrarse a nivel de la membrana plasmatica (figura 13-A, B y
figura 14-A). En las figuras 13-B y 14-A se observa una colocalizacién parcial de las MVs
con los endosomas tempranos y los tardios luego de 2 horas de incubacién.
Finalmente, no se detectd colocalizacion con los lisosomas (a-LAMP) en ninguno de los
dos tiempos analizados (2 o 24 horas).

En todos los casos, la senal de las MVs no fue muy intensa, y el nUmero de MVs por
célula fue menor al esperado. Esto puede deberse a que durante la electroporacién
para el marcado de las MVs, parte de éstas hayan perdido su integridad y no hayan
logrado recuperarla. Esto puede haber influido en la capacidad de las MVs de ingresar
a la célula, y por tanto en la deteccion de su colocalizacion con alguno de los
componentes de la via endocitica. Por otra parte, se evaluaron solo ciertos puntos en
el tiempo, con determinados marcadores en cada uno de los mismos, con lo cual
ciertas etapas del proceso pueden no haberse observado.

Los resultados obtenidos indicarian que las MVs de T.cruzi serian capaces de
acceder a la via endocitica, dado que se observa cierta colocalizacién de la sefial
proveniente de las MVs con los endosomas tanto tempranos como tardios (no asi con

los lisosomas), por lo que es posible que la utilicen como via de entrada a la célula. Es
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A MVs-FAM CellMask Merged

5 minutos post-incubacion con MVs
MVs-FAM CellMask Merged

.

30 minutos post-incubacion con MVs
B MVs-Cy3 a- EEAL

30 minutos post-incubaciéon con MVs
MVs-Cy3 a- EEA1

2 horas post-incubacién con MVs

Figura 13. Analisis de las vias de entrada de las MVs de T. cruzi a las células de mamifero. A-
Incubacidon con MVs (sefal verde) durante 5 (panel superior) o 30 minutos (panel inferior) y posterior
marcado de las membranas celulares (CellMask). Las flechas sefialan las MVs. B- Tratamiento con MVs
(sefial roja) durante 30 minutos (panel superior) o 2 horas (panel inferior) y posterior marcado de los
endosomas tempranos, empleando el anticuerpo a-EEA1 (sefial verde). En el panel superior la flecha
indica la sefial proveniente de las MVs. En el panel inferior las flechas sefialan los puntos de
colocalizacién. En todos los casos se tratan de Imagenes de microscopia de fluorescencia.
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A MVs-Cy3 a- Rab7 Merged

30 minutos post-incubacién con MVs
MVs-Cy3 a- Rab7 Merged

2 horas post-incubaciéon con MVs
B MVs-Cy3 o- LAMP Merged

2 horas post-incubacion con MVs

MVs-Cy3 a- LAMP Merged

; e
X

24 horas post-incubacion con MVs

Figura 14. Analisis de las vias de entrada de las MVs de T. cruzi a las células de mamifero. Imagenes de
microscopia de fluorescencia donde se muestra: A- Tratamiento con MVs (sefial roja) durante 30
minutos (panel superior) o 2 horas (panel inferior) y posterior marcado de los endosomas tardios,
empleando el anticuerpo a-Rab7 (sefial verde). La flecha del panel superior muestra la presencia de MVs
en la célula, mientras que las flechas del panel inferior, en la regiéon ampliada indican los puntos donde
se observa colocalizacion. B- Tratamiento con MVs (sefial roja) durante 2 (panel superior) o 24 horas
(panel inferior) y posterior marcado de los lisosomas (a-LAMP, en verde). En todos los casos las flechas
indican la sefial proveniente de las MVs.
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importante tener en cuenta que es posible que los componentes tanto proteicos como
nucleicos de las MVs deban acceder al citosol para poder ejercer su accién, tal como se
ha visto para proteinas que actian en el citosol de las células receptoras y ARNs
mensajeros que son traducidos en las mismas [14, 19]. Especialmente en el contexto
de la interacciéon célula hospedera-pardsito, el modo en que las MVs ingresen a la
célula hospedera deberia facilitar o permitir el acceso de los componentes a sus sitios
de accién. De esta forma, si las MVs del parasito siguieran la via endocitica hacia los
lisosomas, el contenido de las mismas se veria degradado, y no podria ejercer su
acciéon dentro de la célula hospedera, por lo que tiene sentido no haber detectado
colocalizaciéon con estos organelos, si bien no es posible descartar, dado el bajo
numero de MVs detectadas, que haya en algin punto interaccion con este
compartimento. Asimismo, de utilizar la via endocitica como mecanismo para
internalizarse en la célula, serd necesario algin mencanismo que permita el acceso al
citosol a aquellos componentes de las MVs que lo requieran. De todos modos, los
ensayos realizados no permiten concluir con certeza que sea la via endocitica la que las
MVs de T. cruzi explotan para ingresar a la célula y no puede descartarse la posibilidad
de que ingresen a la célula por otro mecanismo.

El ingreso de las MVs a sus células destino mediante endocitosis o a través de la
fusion a nivel de la membrana plasmatica es uno de los aspectos de la biologia de las
vesiculas extracelulares sobre los cuales actualmente se debate. La mayor parte de los
estudios realizados en células de mamifero apuntan a que el ingreso tiene lugar
mediante endocitosis, si bien no en todos los casos se trata del mismo tipo. En el caso
de células dendriticas y macréfagos, la fagocitosis es el mecanismo que permite la
entrada de MVs, colaborando con la posterior presentacion de antigenos
transportados por éstas [94-95]. En células de glioblastoma, el ingreso de MVs del
mismo origen tiene lugar por endocitosis dependiente de balsas o rafts lipidicos [93],
mientras que en células de cancer de ovario sucede por endocitosis dependiente de
clatrina [98]. Las diferencias pueden estar relacionadas al hecho de que se trata de
distintos tipos celulares, con distintas funciones y a que en algunos casos se emplean
MVs del mismo origen que las células de destino mientras que en otros se trata de
MVs derivadas de un tipo celular diferente. Independientemente del mecanismo

concreto de endocitosis en cada uno de estos casos, en todos se trata de un proceso
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dependiente de energia, en oposicién con la fusidon, que no depende de ésta. Paroliniy
colaboradores (2009) demostraron que exosomas de células de melanoma
suministrados externamente a este mismo tipo celular son internalizados por éstas no
por endocitosis, sino mediante fusion, siendo luego capaces de interactuar con
vesiculas citoplasmaticas como endosomas y lisosomas, aportando asi evidencias a
favor de un mecanismo no dependiente de energia [99].

La interaccidon entre MVs y células de diferentes especies ha sido poco estudiada en
relaciéon al mecanismo de internalizaciéon. Marcilla y colaboradores (2012) reportaron
qgue la internalizacion de MVs de Echinostoma caproni en células de intestino de rata
tenia lugar a 37°C pero no a 4°C, lo cual indica que se trataba de un proceso
dependiente de energia o relacionado a la fluidez de la membrana plasmatica [26]. Los
autores proponen que posiblemente se trate de endocitosis, pero no realizan ensayos
adicionales para confirmarlo, asi como tampoco evaluan el destino de los
componentes de las MVs de este helminto. Anteriormente, Silverman et al. (2010),
reportaron que exosomas de L. donovani pueden ser internalizados desde el medio
extracelular por macréfagos tanto murinos como humanos, asi como su liberacién
dentro de células infectadas [29]. Los autores sugieren tres posibles mecanismos para
la entrega de la carga de las MVs a las células hospederas infectadas. Por un lado,
parasitos que infectan una célula podrian liberar exosomas directamente dentro de
ésta, los cuales a su vez podrian volcar su contenido al citosol a través de sus propios
transportadores de membrana. Otra posibilidad es que los exosomas liberados por el
parasito, que se encuentra dentro de un fagolisosoma, se fusionen con la membrana
de este ultimo, liberando asi su contenido al citosol. Finalmente, plantean un
mecanismo por el cual los exosomas del parasito puedan sufrir endocitosis reversa
desde el fagolisosoma, y desde este punto hacer uso del trafico retrégrado para
acceder al trans-Golgi. Esto le permitiria acceder a todo el sistema de secreciéon vy al
citosol. Por otra parte, se conocen algunos mecanismos por los que toxinas de diversos
origenes cuyos blancos son citosélicos, acceden al citosol de las células hospederas
luego de ser endocitados. La toxina diftérica es capaz de insertarse y atravesar la
membrana endosomal en respuesta al pH acido de los endosomas. Otras toxinas como
las toxinas shiga, la toxina colérica, la ricina y la exotoxina A de Pseudomonas, son

transportadas de forma retrégrada desde los endosomas, hacia el aparato de Golgi y
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de aqui hacia el reticulo endoplasmico (RE), desde donde son translocadas al citosol. La
membrana del RE tiene un bajo contenido de colesterol, lo cual probablemente la hace
mas permeable que la membrana plasmatica y la de los endosomas, favoreciendo el
transporte de glicoproteinas e incluso acidos nucleicos [100-101].

Teniendo en cuenta estos antecedentes y los resultados obtenidos, es posible que
de ingresar mediante endocitosis, las MVs de T. cruzi accedan al sistema de transporte
retrogrado de la célula desde los endosomas, y desde alli aquellos componentes que

deban hacerlo podrian acceder al citosol para cumplir su funcién.

Otro de los aspectos a tener en cuenta y sobre los cuales se discute, es el del rol
gue juegan las proteinas de membrana tanto de las MVs como de la célula que las
recibe en el proceso de internalizacion. Algunos autores plantean que las proteinas de
membrana son claves para una internalizacion exitosa, mientras que otros proponen
gue es la composicion lipidica de las MVs el factor determinante, si bien no descartan

Ill

un papel “auxiliar” de las proteinas [102]. Un andlisis reciente del proteoma de MVs de
T. cruzi de la cepa Dm28c (empleada en este trabajo), revelé que las MVs tanto de
epimastigotas como de tripomastigotas metaciclicos contienen proteinas tales como
las glicoproteinas gp82, gp63 y miembros de la familia de las trans-sialidasas, que
normalmente participan en la interaccidon entre el parasito y la célula hospedera,
particularmente en la adhesién del parasito a la célula [54]. Es posible suponer que
estas proteinas podrian colaborar en el ingreso de las MVs al asociarse a los receptores

de la superficie celular con los que tipicamente interactuan durante la invasién del

parasito.

Los resultados obtenidos representan un primer acercamiento a la interaccién
MVs-célula hospedera desde el punto de vista celular. Los mismos muestran que las
MVs de T. cruzi son capaces de interactuar con la via endocitica de la célula hospedera,
pero no permiten afirmar que sea este el Unico mecanismo por el que ingresan. Seria
necesario repetir los ensayos realizados, empleando otro método de marcado de las
MVs (por ejemplo, PKH26, un marcador de membranas muy utilizado actualmente
para el marcado de vesiculas y exosomas) evitando la electroporacion de las mismas.

De forma complementaria, conociendo el contenido proteico de las MVs, podria
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evidenciarse la via de entrada mediante inmunoflourescencia, lo cual permitiria
ademas seguir el camino que este componente realiza dentro de la célula. Asimismo,
los mismos ensayos podrian realizarse luego de la aplicacion de inhibidores de
endocitosis o0 a 4°C, para poder contar con mas evidencias que apoyen o descarten el
ingreso de las MVs por endocitosis. Finalmente, el analisis y seguimiento de las MVs a
través de la célula hospedera por microscopia electrénica proporcionara evidencias
mas contundentes acerca del mecanismo de internalizacidn y el transporte intracelular

de las MVs.

42



4. Resultados y discusion

4.3 Andlisis de expresion génica de células tratadas con MVs de T. cruzi:

ensayos de microarreglos.

Con el fin de evaluar los efectos del tratamiento con MVs de T. cruzi a nivel de ARN
mensajero se llevaron a cabo estudios de expresién génica utilizando microarreglos.
Células Hela fueron tratadas con MVs en las condiciones establecidas durante la
puesta a punto, el ARN total de las mismas fue extraido a las 6 (tiempo 1), 24 (tiempo
2) y 72 (tiempo 3) horas luego de la incubacién y finalmente analizado empleando la
plataforma Agilent de microarreglos.

Luego de realizar el andlisis estadistico, se detectd que 5580 genes se encontraban
diferencialmente expresados con respecto a las células control, en los tres tiempos
estudiados (p < 0,05). De éstos, 743 se encontraban 3 veces mas o menos expresados
con respecto al control (presentaron un fold change (FC) mayor o igual a 3) en al
menos alguno de los tiempos evaluados. En el tiempo 1 fueron 605 los genes que se
encontraban diferencialmente expresados, con un fold change 2 3, mientras que en los
tiempos 2 y 3 se registraron 351 y 49 genes con este comportamiento respectivamente
(Tabla 1). De los 605 genes diferencialmente expresados en el tiempo 1, 244 también
se encuentran modificados en el tiempo 2 (manteniendo el fold change), mientras que
s6lo 15 también lo estan en el tiempo 3, como se observa en la figura 15-A. En la
misma puede verse a su vez que en el tiempo 1, 222 genes se encontraban sobre-
expresados y 383 sub-expresados. En el caso del tiempo 2, son 239 los sobre-
expresados y 112 los sub-expresados, compartiendo 144 y 98 genes con los
modificados en el tiempo 1 respectivamente (figura 15-B, C). Finalmente, en el caso del
tiempo 3, de los 49 genes modificados, 20 se encontraban sobre-expresados y 29 sub-

expresados. Estos resultados se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen del nimero de genes identificados como diferencialmente expresados (D.E.) en los
distintos tiempos evaluados, post-incubacion con las MVs de T. cruzi (P.l.). En todos los casos se tratan
de diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (p < 0.05). Se detalla para cada
condicion el nimero de genes sobre y sub-expresados, asi como los genes que se encontraban
modificados exclusivamente en un determinado tiempo (“Exclusivos”). FC: fold change

N° de genes Sobre-expresados Sub-expresados Exclusivos

Genes D.E. respecto al control 5580 - - =
Genes D.E.conFC 23 743 - - -

Genes D.E.con FC23 6 hs P.I. 605 222 383 357

Genes D.E.con FC23 24 hs P.I. 351 239 112 104

Genes D.E.con FC23 72 hs P.I. 49 20 29 29
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Como puede observarse en la figura 15, una
importante proporcién de los genes modificados
en el tiempo 1, también lo estan en el tiempo 2.
Asimismo, en el tiempo 3 el nimero de genes
modificados fue mucho menor que en los tiempos
anteriores. Esto se ve reflejado en el perfil de
expresion, que se observa en la figura 16. En la
misma se muestran los valores de intensidad de la
sefal promedio normalizados, para cada condicion
incluyendo la condicion control. (Cada linea
representa el comportamiento en el tiempo de un
gen en particular). Cabe mencionar que se trata de
un microarreglo de un color, es decir, que cada
muestra es analizada en un chip independiente y
la comparacion se realiza posteriormente, no por
competencia por un sitio en el chip. Esto permite
observar el perfil tanto de la muestra control
(contra la que luego se compara) como de los
tratamientos. El perfil general indicaria que a las 6
y 24 horas se registran los principales cambios en
la expresion génica, mientras que a las 72 horas la
mayoria de los ARN mensajeros celulares se
encuentran nuevamente en niveles similares a los
del control. Puede observarse que gran parte de
los genes se encuentran sobre-expresados en los
tiempos 1y 2 y vuelven a sus niveles normales en
el tiempo 3. De forma similar, otros tantos genes
exhiben el comportamiento opuesto (se
encuentran sub-expresados en los tiempos 1y 2

volviendo a la normalidad en el tiempo 3).
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Genes diferencialmente expresados con FCz 3

B

Genes sobre expresados con FC2 3

o)

Genes sub expresados con FCz 3

Figura 15. Diagramas de Venn de los
genes diferencialmente expresados en
los distintos tiempos estudiados. A:
Genes modificados con un fold change
mayor o igual a 3. B: Genes sobre-
expresados, con un fold change mayor o
igual a 3. C: Genes sub-expresados, con
un fold change mayor o igual a 3. T1:
tiempo 1, 6 horas (azul); T2: tiempo 2,
24 horas (rojo); T3: tiempo 3, 72 horas
(verde).
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Figura 16. Perfil de expresion de ARNs mensajeros de células tratadas con MVs. Se muestran los
valores de intensidad normalizados para cada gen en los diferentes tiempos (6, 24 y 72 horas luego de la
incubacidn), incluido el control. A modo de referencia se muestra la escala de intensidades

El patrén observado en la figura 16, asi como lo que se observa en los diagramas de
Venn presentados en la figura 15 parecen indicar que los perfiles de expresidn génica
de las células 6 y 24 horas luego del tratamiento con MVs son muy similares entre si,
mientras que a las 72 horas, el perfil de expresion se asemeja al de las células control.
Para verificar esto se realizé un analisis de clusters. El resultado obtenido (figura 17)
condice con lo observado tanto en el perfil como en los diagramas de Venn, ya que
muestra que los tiempos 1 y 2 se parecen mas entre si que al control o al tiempo 3,
resultando estos dos agrupados entre si. Teniendo esto en cuenta, para analisis
posteriores, en algunos casos se trabajé con aquellos genes que se encontraban
modificados en ambos tiempos, de forma de evaluar la respuesta general y sostenida

al menos por 24 horas.

Figura 17. Analisis de clusters de los perfiles de expresion de ARNs mensajeros de células tratadas con
MVs. Para la visualizacidn, los genes se ordenaron segun el control. A modo de referencia se muestra la
escala de intensidades normalizadas. O: control, 6, 24y 72: 6, 24 y 72 horas post-tratamiento con MVs.
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Los resultados obtenidos parecen indicar que las MVs de T. cruzi desencadenan un
cambio en el perfil de expresidon génica celular que decae en el tiempo, siendo mas
pronunciado a las 6 horas luego del tratamiento y volviendo casi a la normalidad luego
de 72 horas. Dado que cada condicién fue realizada por triplicado, y que la entrada de
las MVs en cada ensayo fue verificada por microscopia de fluorescencia, es poco
probable que la tendencia observada se deba a un artefacto técnico. De todos modos,
seria deseable realizar una mayor caracterizacidon previa de la poblacién de MVs
utilizada en cada ensayo, de modo de contar con mas soporte a favor de la
reproducibilidad y validez de los resultados obtenidos. Asimismo, la inclusién y analisis
de otros intervalos de tiempo, por ejemplo puntos entre las 24 y las 72 horas,
permitirian confirmar la tendencia observada.

Considerando que la interaccién entre las MVs y las células hospederas tendria
lugar de forma previa o simultdnea a la interaccidn con los propios parasitos, en el
contexto de una infeccién que se supone favorecen, es posible pensar que los cambios
que estas susciten, tendran lugar de forma relativamente rdpida. Asimismo, si
consideramos la posibilidad de que la interacciéon de las MVs facilite el ingreso de los
parasitos a la célula, es posible que no sea necesario que los cambios que estas
generen sobre las mismas se vean sostenidos en el tiempo, ya que una vez que el
parasito ingresa, el mismo proveera de los estimulos necesarios para continuar con el
proceso de infeccidn. En las condiciones experimentales de este trabajo, el estimulo
gue representan los pardsitos se encuentra ausente, incluso luego de 72 horas, lo cual

permite observar el decaimiento de la respuesta generada por las MVs.

4.3.1 Analisis ontolégico

A partir de las listas de genes diferencialmente expresados en cada tiempo, se
realizé (previo al analisis de vias) un andlisis de enriquecimiento de términos
ontolégicos. De esta manera, se intenté detectar si existian procesos bioldgicos
asociados a los genes diferencialmente expresados, enriquecidos con respecto a un
grupo de genes de referencia. Para ello se trabajo con la herramienta DAVID,
disponible libremente. La misma permite al usuario analizar su lista de genes de
interés, seleccionando asimismo el conjunto de genes de referencia, que por defecto

comprende todos los genes del genoma humano, pero que puede modificarse,
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seleccionando por ejemplo todos los genes presentes en un chip de microarreglos.
Empleando la herramienta Functional Annotation Clustering, es posible determinar
qgué grupos de términos ontoldgicos relacionados entre si se encuentran enriquecidos
para los genes de interés. Los distintos grupos o clusters de términos tienen asignado
un enrichment score (E.S.), lo cual permite ordenarlos, siendo de mayor relevancia
aquellos clusters con E.S. mayores. El E.S. puede calcularse como el logaritmo negativo
de la media geométrica de los p-valores de enriquecimiento de cada uno de los
términos que componen el cluster. De este modo, un valor de E.S. de 1,3 es
equivalente a un p-valor de 0.05, siendo los clusters con valores iguales o superiores a
1,3 los mas significativamente enriquecidos. Los resultados de este andlisis se
presentan en las tablas 2, 3 y 4, en las cuales se incluyen clusters con E.S. de hasta 0,8
(equivalente a un p-valor de 0,1) con el fin de tener en cuenta clusters potencialmente
interesantes en relacién a la pregunta bioldgica de fondo.

A partir de los resultados obtenidos, puede verse que muchos de los procesos
biolégicos que resultaron estar enriquecidos en el tiempo 1, también lo estan en el
tiempo 2, lo cual es coherente con los perfiles de expresiéon en cada uno de estos
tiempos. Asimismo, aquellos procesos bioldgicos asociados a los genes modificados en
el tiempo 3, si bien son menos que en los tiempos anteriores (lo cual es coherente
teniendo en cuenta que se trata de un numero menor de genes) también son
compartidos con los tiempos anteriores. Esto podria indicar que el tratamiento con
MVs desencadena ciertas respuestas que son mantenidas a lo largo del tiempo,
mientras que otras parecen decaer entre las 24 y las 72 horas.

Por otra parte, es posible distinguir grandes grupos de procesos que se ven
afectados por el tratamiento con MVs, ya que muchos de los clusters enriquecidos
representan procesos bioldgicos estrechamente relacionados entre si. Entre estos es
posible destacar aquellos relacionados con la respuesta a estimulos y la transduccién
de sefiales correspondiente, la locomocion y migracién celular (relacionadas con la
reorganizacion del citoesqueleto), la respuesta inmune, el metabolismo y transporte
de lipidos (incluyendo hormonas lipidicas) y el desarrollo y la diferenciacién celular, los
cuales de cierto modo engloban algunos de los otros procesos (respuesta a estimulos,

la transduccion de sefiales y la organizacion del citoesqueleto).
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Finalmente, cabe mencionar que estos resultados representan un primer andlisis
exploratorio de los datos, que no necesariamente implica que los procesos
identificados como relevantes sean efectivamente los que tienen lugar, teniendo en
cuenta las caracteristicas del andlisis de términos ontolégicos.

Algunos de los procesos bioldgicos que se ven enrigquecidos tienen sentido
considerando el contexto experimental. El tratamiento con MVs constituye una
importante fuente de estimulos para la célula, independientemente del contenido de
las mismas, por lo que no es sorprendente que se desencadenen procesos como la
transduccion de sefiales y vias relacionadas a la comunicacién celular. Considerando
que es posible que las MVs utilicen la via de endocitosis para ingresar a la célula, es de
esperarse un reordenamiento del citoesqueleto y con esto que se vean alteradas
también los mecanismos que lo regulan u aquellos relacionados. Por otra parte, todos
aquellos procesos relacionados con la respuesta inmune también son coherentes, ya
que las MVs contienen multiples moléculas que serdn reconocidas como ajenas,
generando asi una respuesta que apunte a la proteccidn. Por otra parte, otros de los
procesos biolégicos que parecen verse enriquecidos no tienen una relacién evidente
con el fendmeno que se esta estudiando, como por ejemplo, la coagulacién o el
desarrollo éseo. Es posible que el analisis de vias contribuya a comprender por qué el

analisis ontoldgico identifica a estos procesos como afectados.
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Tablas 2, 3 y 4. Resultados obtenidos mediante analisis ontoldgico. Procesos bioldgicos (en términos
de ontologia de genes) asociados a los genes diferencialmente expresados (p< 0.05, fold change 23) en
el tiempo 1 (6 horas post tratamiento con MVs), 2 (24 horas post tratamiento con MVs) y 3 (72 horas
post tratamiento con MVs). Se presentan todos los procesos que presentaron un valor de E.S. > a 0,8.
E.S.: enrichment score.

TIEMPO 1 (6 horas)

Proceso biolégico E.S.
Diferenciacion celular, desarrollo 4,84
Angiogénesis 3,27
Regulacion de la diferenciacién celular y desarrollo 2,65
Regulacidon de la comunicacion celular y transduccidn de sefiales 1,84
Regulacion de locomocion y migracion celular 1,64
Metabolismo de hormonas lipidicas 1,61
Contraccidn de musculo liso, procesos del sistema circulatorio 1,56
Regulacion de procesos bioldgicos 1,55
Metabolismo de lipidos 1,51
Transporte de lipidos 1,48
Desarrollo éseo 1,43
Desarrollo de células epiteliales 1,36
Regulacion de la produccion de citoquinas 1,35
Metabolismo lipidico 1,33
Transduccion de senales 1,05
Regulacion de la locomocién en respuesta a estimulos 0,97
Regulacion de la angiogénesis 0,91
Regulacién de la adhesién celular 0,90
Coagulacion 0,89
Regulacién de la respuesta inflamatoria 0,88
Respuesta a estimulos 0,88

Respuesta al Ca®* 0,86
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TIEMPO 2 (24 horas)
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Proceso biolégico E.S.
Diferenciacion celular, desarrollo 4,60
Regulacién de locomocién y migracion celular 1,98
Regulacion de seinalizacion mediada por pequefias GTPasas 1,86
Respuesta a estimulos 1,75
Organizacion del citoesqueleto 1,74
Desarrollo dseo 1,68
Regulacién de la apoptosis 1,67
Adhesidn celular 1,39
Metabolismo de glicoproteinas 1,34
Desarrollo de células musculares 1,33
Respuesta inmune humoral 1,29
Respuesta a estimulos 1,28
Metabolismo de hormonas lipidicas 1,24
Localizaciéon y transporte 1,20
Migracion celular 1,12
Respuesta a estimulos 1,11
Regulacién del crecimiento celular 1,10
Transporte de lipidos 1,09
Contraccidon muscular 0,94
Regulaciéon de transduccion de sefiales 0,92
Regulacion de endopeptidasas 0,88
Coagulacion 0,83
Quimiotaxis de leucocitos 0,81
Regulacién de la respuesta inflamatoria 0,80
TIEMPO 3 (72 horas)

Proceso biolégico E.S.
Respuesta a estimulos 2,18
Coagulacion, respuesta al dano 2,08
Diferenciacion celular, desarrollo 1,86
Regulacion de procesos bioldgicos 1,13
Respuesta a estimulos 1,07
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4.3.2 Anadlisis de vias

A partir de los de genes diferencialmente expresados en cada uno de los tiempos
se realizo el andlisis de vias, con el fin de determinar cuales se veian afectadas por el
tratamiento con MVs. Para ello se utilizdé tanto el software GeneSpring (Agilent
Technologies) como Ila herramienta DAVID, considerando que las distintas
herramientas realizan el analisis empleando diferentes bases de datos. La obtencién de
informacién congruente entre herramientas haria referencia a la robustez de los
resultados observados, independientemente de las particularidades de las bases de
datos empleadas

Se analizaron las listas de genes diferencialmente expresados en los tres tiempos
post-tratamiento con MVs, asi como los genes modificados tanto a las 6 como a las 24
horas, en primer lugar mediante el software GeneSpring, seleccionandose aquellas vias
gue presentaran un p-valor £ 0,05 y en las cuales participaran al menos 3 genes de los
presentes en las listas. Los resultados de este andlisis se presentan en las tablas
suplementarias S3, S4 y S5. Para los genes del tiempo 3 (72 horas) no se encontraron
vias que cumplieran con los criterios de seleccién. Por su parte, en los tiempos 1y 2, si
se detectaron vias significativamente modificadas, las cuales a su vez guardan estrecha
relacion con lo observado en el analisis de enriquecimiento de términos ontoldgicos.
Por otra parte, se realizd el mismo andlisis a través de la herramienta DAVID,
obteniéndose resultados que coinciden parcialmente con los obtenidos a través de
GeneSpring (ver tablas suplementarias S3 y S4). Las vias identificadas como
modificadas por el tratamiento con MVs a través de DAVID también se encuentran
muy relacionadas con los términos ontolégicos que se encontraban enriquecidos.

Posteriormente, se seleccionaron ciertas vias para ser analizadas con mayor
profundidad. En primer lugar, se analizaron aquellas vias que fueron identificadas
como afectadas por el tratamiento con MVs a través de las dos herramientas
utilizadas. Luego, se seleccionaron otras que se consideraron relevantes en el contexto
de la pregunta bioldgica, o interesantes teniendo en cuenta el analisis ontoldgico. La
lista completa de estas vias se presenta en la tabla 5. Para el analisis de estas vias, se
identificaron los genes modificados, el sentido de la modificacion (sub o sobre-

expresion) y se determind su funcién en la via. Con esta informacién se busco

51



4. Resultados y discusién |

determinar si la via en cuestidon se encontraba activa o no. Las vias analizadas y su
posible implicancia en el contexto del ingreso del parasito a la célula se presentan a

continuacion.

Tabla 5. Vias seleccionadas para su andlisis en profundidad. Se muestra el nombre de la via,
la herramienta mediante la cual se la identific6 como modificada y en cual o cuales de las
condiciones evaluadas se vio afectada. En todos los casos se trata de vias que cumplen con los
criterios de seleccién mencionados en el texto (p-valor < 0,05 y al menos tres genes de la via
modificados).

Via Herramienta Condicion
Cascada del complemento y la coagulacion GeneSpring/DAVID 6 hs

Via de receptores NOD GeneSpring/DAVID 6y24hs
Sefializacién por IL-1 GeneSpring 6 hs
Sefializacién por Rho GTPasas DAVID 6y24hs
Regulacion del citoesqueleto de actina GeneSpring 6y 24 hs
Metaloproteinasas de matriz GeneSpring/DAVID 24 hs

Via de sefializacion de Wnt GeneSpring/DAVID 6y 24 hs

4.3.2.1 Vias del complemento y la coagulacién

El sistema del complemento es un elemento clave en la respuesta inmune innata. El
mismo se compone de una serie de proteinas plasmaticas que reaccionan una con la
otra para finalmente opsonizar patégenos y desencadenar una respuesta inflamatoria
gue contribuya al control de una infeccién [103]. Por su parte, el proceso de
coagulacién es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis. La cascada de
coagulacién involucra una serie de proteinas, también plasmaticas, que al igual que los
componentes del complemento reaccionan entre si para dar lugar a la formacion del
coagulo de fibrina. Ademas de las similitudes que ambas cascadas presentan a nivel
estructural, existen fuertes evidencias de que las dos vias se encuentran conectadas
entre si a nivel funcional, existiendo asimismo una regulacién reciproca entre ambas
[104-105].

Las vias interconectadas del complemento y la coagulacion fueron detectadas
como alteradas por el tratamiento con MVs en el tiempo 1 (6 horas post-incubacién),
por las dos herramientas de andlisis. La figura suplementaria S2 muestra el resultado
proporcionado por la herramienta DAVID, sobre el cual se han marcado los genes
afectados, indicando también si se encuentran reprimidos o activados, mientras que

en la figura 18 se presenta una imagen simplificada de la via donde también se sefalan
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los genes afectados. En la misma puede verse que el tratamiento con MVs tiene
efectos sobre miembros de ambas vias. Por un lado, el factor de coagulaciéon X, central
para la activacion de esta via, se encuentra sub-expresado. Asimismo, dos reguladores
negativos de la via de la coagulacién (la proteina C y su co-factor, la proteina S) se
encuentran sobre-expresados, lo cual indicaria que la via de la coagulacidon se
encuentra reprimida. En cuanto al sistema del complemento, dos de los principales
reguladores negativos de la via (el factor H del complemento y la proteina de unién al
componente del complemento 4, C4BP), se encuentran sobre-expresados, con lo que

esta via también estaria inactiva.
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Figura 18. Vias del complemento y la coagulacién. Imagen simplificada de las vias interconectadas de la
coagulacién y el complemento. Se muestran los principales componentes de estas vias y se indican los
genes afectados por la incubacidon con MVs. Las flechas rojas indican sub-expresion y las verdes sobre-
expresion. Tomado y adaptado de [106]

La inactivacion del sistema del complemento (asi como la de la coagulacidn) podria
ser beneficiosa para el pardsito en el contexto de la infeccion. De hecho, se han
reportado varios mecanismos por los cuales T. cruzi es capaz de inhibir el sistema del
complemento, aumentando asi la capacidad infectiva del parasito. La proteina
reguladora del complemento (CRP), producida por el pardsito, se une a los
componentes C3b y C4b, impidiendo la formacion de las convertasas de C3 y C5,
fundamentales para la accidon del complemento. Asimismo, el pardsito genera la
proteina T-DAF (del inglés T. cruzi-decay accelerating factor), la cual se une a C3b

acelerando el decaimiento de las convertasas o impidiendo directamente su formacion
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[107]. Ademads de estas dos proteinas, la calreticulina de T. cruzi (Tc-CRT) también ha
sido identificada como un efector de la inhibicién del complemento a través de la
interaccidon con componentes de la via clasica de activacidén de este sistema [107-110].
Es interesante mencionar que Tc-CRT es transportada en las MVs de T. cruzi [54], y si
bien su modo de accién reportado sobre el sistema del complemento no es en
principio a través de la modulacidn de la expresién génica, su presencia en las MVs
sugiere que uno de las posibles acciones de estas sea la inactivacion del complemento
(m3s alld de otras posibles funciones de Tc-CRT). Dado que el parasito parece emplear
varias estrategias para asegurar la inhibicion del sistema del complemento actuando
en diferentes puntos de este, es posible que la accién de las MVs a nivel de la
expresion de ciertos genes represente una estrategia complementaria o adicional,

independientemente de qué componente de las mismas sea responsable de ésta.

4.3.2.2 Via de receptores tipo NOD (NLR)

Los receptores del tipo NOD (NOD: nucleotide-binding oligomerization domain),
son una familia de receptores intracelulares capaces de reconocer patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) o asociados al dafio celular (DAMPs),
fundamentales durante la respuesta inmune innata. La deteccién de senales de
patdgenos en el citoplasma por parte de estos receptores, induce la expresién de
citoquinas pro-inflamatorias a través de NF-kB, entre otros. Por otra parte, tiene lugar
también la formacion de un complejo multiproteico denominado inflamasoma, que
permite la maduracién vy liberacidon de interleuquina-1f (IL-1B) e interleuquina-18 (IL-
18) [111-112]. La via de los NLR se vio afectada a las 6 horas luego del tratamiento con
MVs, segun el anadlisis con GeneSpring, y a las 24 horas segun el analisis con DAVID.
Como puede observarse en la figura 19, tanto los mensajeros que codifican para
proteinas involucradas en la transduccién de sefiales, como los que codifican para
algunos de los productos finales de la via (IL-6, IL-18, CCL2, CXCL2) se encuentran
sobre-expresados, indicando una activacion de la via de sefializacion mediada por

estos receptores.
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Figura 19. Via de senalizacién por receptores tipo NOD. Imagen simplificada de la via de sefializacion
mediada por receptores tipo NOD. Se muestran los principales componentes y efectores asi como los
productos finales de la via. Asimismo se marcan los genes afectados por la incubacién con MVs con
flechas verdes que indican sobre-expresion (Tomado y adaptado de http://www.invivogen.com/review-
nir).

Es razonable que en el contexto de la incubacidon con MVs, la célula sea capaz de
percibir la presencia de moléculas ajenas en el citoplasma y por ende responder a
estas senales, en este caso generando citoquinas e interleuquinas pro-inflamatorias.

A diferencia de lo que ocurre con los receptores tipo Toll (TLR), cuyo rol en el
reconocimiento de T. cruzi es ampliamente aceptado y para los cuales se conocen los
ligandos presentes en el parasito, la participacion de los NLR en la infeccidn por T. cruzi
ha sido poco estudiada, y solo recientemente se han comenzado a describir algunos de
los mecanismos involucrados [113]. Silva y colaboradores reportaron que tanto Nod1
como Nod2 (dos de los principales NLRs [114]) participan en la respuesta inmune
innata frente a T. cruzi, ya que macréfagos de ratones deficientes en estos receptores
ven afectada su capacidad de producir éxido nitrico, IL-12 y TNF-a. Asimismo,
demostraron que la respuesta desencadenada por Nodl es necesaria para la
resistencia a la infeccidon [115]. Mas recientemente se vio que T. cruzi es capaz de
activar el inflamasoma y consecuentemente inducir la producciéon de IL-1B [116]. En
este mismo trabajo, los autores reportan la sobre-expresion, entre otros, de IL-18, IL-6

y CCL2, los cuales también se ven sobre-expresados luego de la incubaciéon con MVs.
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Los ligandos de T. cruzi que desencadenan la activaciéon de los NLR y su via de
sefializacion aun no han sido identificados. Dado que las MVs de T. cruzi contienen y/o
transportan un subgrupo determinado de los PAMPs del parasito, los cuales parecen
ser capaces de activar la via de los NLR, el espectro de posibles ligandos responsables
de la activacién de la via se ve reducido, lo cual contribuye y permite concentrar
esfuerzos para la busqueda de los mismos en el contexto de la infeccion.

La activacién de la via de los NLR como consecuencia de la incubacién con MVs
aporta evidencia a favor de que al menos parte de los componentes de estas son
capaces de acceder al citoplasma, ya que es aqui donde se encuentran estos
receptores. De este modo, si bien no es posible descartar efectos mediados por una
interaccion del tipo ligando-receptor en la superficie celular, si podria decirse que
existen efectos que se deben a la accidén citoplasmatica de las MVs o alguno de sus

componentes.

4.3.2.3 Via de seiializacién por IL-1

En estrecha relacién con la via de sefializacién por receptores tipo NOD, se
encontré que a las 24 horas luego del tratamiento con MVs la via de sefializaciéon
mediada por IL-1 se encontraba alterada con respecto a las células no tratadas. La
interaccion de esta interleuquina con su receptor da lugar a una cascada de
transduccion de sefales que estimula, a través de los factores de transcripcién NF-kB y
AP-1, la produccién de varias citoquinas pro-inflamatorias [117]. En la figura 20 se
observa que tanto el receptor (IL-1R) como el co-receptor (IL-1R AP) de ambos tipos de
IL-1 se encuentran sobre-expresados, asi como lo esta uno de los productos finales de
la via, la citoquina pro-inflamatoria CCL2. La activacion aparente de esta via es
coherente con la activacion de la via de sefializacién mediada por receptores tipo NOD,
y por lo tanto también con la deteccion de moléculas exdgenas en el interior celular.

Es llamativo que no se haya detectado sobre-expresion de IL-1 a nivel de ARN
mensajero (incluso con fold change menor a 3) en ninguno de los tiempos analizados.
Sin embargo, cabe recordar que la activacién de la via de los NLR permite la activacion
de Caspasa |, la cual se encarga de clivar la forma no madura de IL-1B, para que sea
liberada al medio extracelular [118], y no necesariamente tiene efectos directos sobre

la expresion de esta interleuquina a nivel de ARN mensajero. Por otra parte, se conoce
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el hecho de que otras interleuquinas de la familia de IL-1 son capaces de unirse a IL-1R
y a IL-1R AP (ambos sobre-expresados luego de la incubaciéon con MVs) y desencadenar
la cascada de transduccion de sefiales [117]. Entre estas interleuquinas se encuentra
IL-18, la cual a diferencia de IL-1, si se ve sobre-expresada luego del tratamiento con

MVs, pudiendo actuar entonces como ligando, estimulando la cascada de seiializacion.
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Figura 20. Via de seiializacion por IL-1. Esquema de la via de sefializacidn de IL-1. Se presenta de forma
simplificada cémo luego de la interaccién entre IL-1, su receptor y proteinas asociadas tiene lugar una
cascada de sefializacién que da lugar a la expresidn de citoquinas proinflamatorias. También se marcan
los genes afectados por la incubacion con MVs con flechas verdes que indican sobre-expresion. (Tomado
y adaptado de [119]).

4.3.2.4 Via de seiializacion por Rho GTPasas y reordenamiento del citoesqueleto de

actina

Las GTPasas de la familia Rho, son pequefias proteinas capaces de unir e hidrolizar
GTP, que se encuentran en todas las células eucariotas. Las Rho GTPasas coordinan y
regulan todos aquellos aspectos relacionados al comportamiento, morfologia vy
motilidad celular, a través de la re-organizaciéon del citoesqueleto, por ejemplo
estimulando la polimerizaciéon de filamentos de actina [120]. Por su condicidn de
GTPasas, las proteinas Rho alternan entre un estado activo, en el que unen GTP, y un
estado inactivo, en el que se encuentran unidas a GDP. El cambio de un estado a otro
es controlado por una serie de factores: los GEFs (del inglés, guanine nucleotide
exchange factors) o factores de intercambio de nucleétidos de guanina, quienes

permiten el intercambio de GDP por GTP, activando asi a las proteinas Rho; las GAPs
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(del inglés, GTPase activating proteins) o proteinas de activacién de GTPasas, que
realizan la accidon opuesta, estimulando la conversién del GTP a GDP, manteniendo a
las proteinas Rho en estado inactivo; y finalmente los inhibidores de disociacion de
nucledtidos de guanina (GDIs, guanine nucleotide dissociation inhibitors), quienes
bloguean la liberacién de GDP de las Rho GTPasas, manteniéndolas asi inactivas [121].

La via de seializacién por Rho GTPasas fue detectada por la herramienta DAVID
como una de las vias afectadas por el tratamiento con MVs tanto a las 6 como a las 24
horas (ver figura 21). Una proteina de esta familia, RhoV (implicada en la
reorganizacion del citoesqueleto [122]), resultd estar sub-expresada. Asimismo, dos
mensajeros que codifican para GEFs también se vieron disminuidos (si bien otros dos
se encontraron sobre-expresados). Por su parte, dos mensajeros que codifican para
GAPs, asi como uno que codifica para un GDI se encontraron sobre-expresados. En
conjunto estos resultados apuntan al mantenimiento de las Rho GTPasas en estado
inactivo, y por ende a la inactivacion de la via de sefializacion mediada por estas
proteinas. Es posible que la no activacién de esta via tenga consecuencias sobre el
citoesqueleto y su ordenamiento. De hecho, la regulacidn del citoesqueleto de actina
es una de las vias que parece verse afectada por el tratamiento con MVs, tanto a las 6
como a las 24 horas, de acuerdo al analisis hecho con el software GeneSpring (ver
figura S3).

La regulacion de las Rho GTPasas y su potencial efecto sobre el citoesqueleto de
actina, puede ser relevante en el contexto de la entrada del pardsito a la célula. El
reordenamiento del citoesqueleto de actina ha sido reconocido como uno de los
principales procesos que tiene lugar durante la entrada del parasito a la célula, donde
la depolimerizacion de la actina favoreceria el ingreso del parasito, mas no la retencién
de los mismos dentro de la célula [123-124]. En este contexto, la inactivacion de las
Rho GTPasas por parte de las MVs, evitando asi la polimerizacién de la actina durante
las primeras etapas de la interaccion, podria facilitar el ingreso de los parasitos a la
célula hospedera. Si se tiene en cuenta que durante el proceso de infeccién el ingreso
de la mayor parte de los parasitos tiene lugar durante las primeras dos horas, es
posible que el efecto que se observa aqui (luego de 6 horas) se trate de un efecto
sostenido en el tiempo. Alternativa o complementariamente, la reorganizacion del

citoesqueleto a un estado mas laxo no a nivel de la membrana plasmatica, sino en el
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interior celular podria tener efectos positivos para la replicacién y sobrevida del
pardsito dentro de la célula, asi como en la fuga de los parasitos hacia el citosol desde

la vacuola parasitdfora.

Efector

p, @1

LI

Figura 21. Esquema del ciclo de activacion/inactivacion de las Rho GTPasas. Se presenta de forma
simplificada como los distintos reguladores (GEFs, GAPs y GDlIs, descritos en el texto) permiten la
alternancia entre el estado activo (o efector) o inactivo de las Rho GTPasas. Se marcan los genes
afectados por la incubacién con MVs con flechas verdes que indican sobre-expresidn o rojas para sub-
expresion. (Tomado y modificado de [121]).

Mott y colaboradores evaluaron el efecto de la infecciéon de tripomastigotas y la
exposiciéon a componentes liberados por estos al medio de cultivo condicionado (MCC)
sobre la mecénica celular, en términos de la remodelacidn vy rigidez del citoesqueleto
[125]. En este trabajo reportaron que la infeccidon por tripomastigotas tiene un efecto
pronunciado sobre la rigidez celular, la cual disminuye progresivamente al tiempo que
tiene lugar el desensamblado de filamentos de actina. Los autores presentan ademas
evidencias de que este efecto se debe a la inhibicién de la via de sefializacién de Rho y
su quinasa, lo cual se encuentra en linea con los resultados obtenidos en este trabajo,
y apoyaria un rol de las MVs en la facilitacion de la infeccidon. Sin embargo, el
tratamiento con MCC da lugar a un aumento de la rigidez celular a causa de una mayor
polimerizaciéon de la actina, en oposicion a lo observado durante la infeccion y en parte
a los resultados obtenidos aqui luego de la incubacién con MVs. Estos resultados en

principio contrastantes pueden deberse a multiples causas. En este trabajo se
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emplearon MVs purificadas de epimastigotas de la cepa Dm28c, obtenidas luego de
someter a los pardsitos a estrés nutricional por 48 hs. A diferencia de esto, Mott y
colaboradores trabajaron con MCC de tripomastigotas de la cepa Y, obtenido luego de
14-18 horas, en el cual pueden encontrarse otros componentes ademas de las MVs,
qgue de estar presentes, lo harian en menor concentracion. Asimismo, los efectos del
MCC son evaluados luego de 2 horas, mientras que los resultados obtenidos aqui
corresponden a puntos posteriores en el tiempo (6 y 24 horas).

Es importante tener en cuenta que la inhibicidn de la sefializacion mediada por Rho
GTPasas inferida se basa en el analisis de los niveles de expresidn a nivel de ARNm y
podria no verificarse a nivel de proteinas. Asimismo, los efectos que esta inhibicidn
pueda tener sobre el citoesqueleto no fueron evaluados directamente y por tanto no

es posible afirmar que la incubacién con MVs tengan un efecto sobre este.

4.3.2.5 Metaloproteinasas de matriz

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs, del inglés matrix metalloproteinases) son
consideradas las principales encargadas del remodelado de la matriz extracelular
(MEC). Muchas otras moléculas que no pertenecen a la MEC son posibles sustratos de
las MMPs, y los productos generados tienen efectos sobre procesos celulares como la
migracion, diferenciacién, crecimiento y procesos inflamatorios [126].

Tanto la herramienta DAVID como el software GeneSpring identificaron que 24
horas luego del tratamiento con MVs, un miembro de las MMPs (MMP2) asi como dos
inhibidores de estas (TIMPs) se encontraban sobre-expresados (Figura 22). Dado que
estos resultados apuntan en sentidos opuestos, no es posible inferir con facilidad si el
tratamiento con MVs estimula o inhibe la accién de las MMPs.

:- —— -(_iMMPj

— = Remodelado - ~
* de la MEC ~ _Cox2__/

( fpm-y: _

s
Figura 22. Diagrama de la acciéon de las metaloproteinasas de matriz (MMPs) sobre la matriz
extracelular (MEC). Se presenta de forma simplificada la actividad de remodelado de la MEC por parte
de las MMPs, y la inhibicién de las estas por TIMPs. Tanto estos Ultimos como las primeras se
encontraron sobre-expresados por lo que se los marca con flechas verdes. (Tomado y adaptado de
http://www.horizondiscovery.com/pathway-models/angiogenesis.php).

s
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Durante el proceso de invasidn el parasito secreta proteasas capaces de degradar la
MEC, de forma de facilitar el ingreso a la célula [127-128]. Entre estas se encuentra la
cruzipaina, la cual es transportada en MVs de T. cruzi [54]. Por otra parte, la induccién
de la expresién de las MMPs 2 y 9 se ha visto en cardiomiocitos infectados por T. cruzi,
asi como en vellosidades coridnicas [129-131], participando en estas ultimas de los
cambios que tienen lugar en la MEC, facilitando la infeccion. En este sentido, es posible
que las MVs estimulen la expresién de MMP2 de forma de facilitar el remodelado de la
MEC en conjunto con las proteasas (entre ellas cruzipaina) que son transportadas en
las MVs, favoreciendo el proceso de invasidn. Adicionalmente o de forma alternativa,
las MMPs podrian jugar un papel en la respuesta inmune, ya sea facilitando la
migracion de células del sistema inmunitario o modificando la presencia de citoquinas
y quimioquinas, como también se ha visto en lesiones asociadas a la cardiopatia
chagasica [129, 132]. Gutierrez y colaboradores reportaron la sobre-expresion
conjunta de MMPs y TIMPs luego de la infeccidon por T. cruzi en células cardiacas y
proponen que la estimulacién de estos ultimos favoreceria la fibrosis durante el
estadio crénico de la enfermedad [130]. Alternativamente, es posible que la expresidon
de los TIMPs en conjunto con MMPs represente un intento de la célula de
contrarrestar los potenciales efectos de las MMPs.

Finalmente, es interesante notar que la expresion de MMP2 (el miembro de las
MMPs que se vio sobre-expresado) es regulada positivamente por IL-1 y TGF-B (entre
otros) [133]. Si bien la expresién de IL-1 no se vio alterada, la activacién de la via de
NLR puede haber desencadenado su activacidn tal como fue discutido en la seccidn
4.3.2.3. Adicionalmente TGF-B presentd un fold change de 2.6 en el tiempo 1, con lo
cual puede haber estimulado la expresiéon tanto de MMP2 como de alguno de sus

inhibidores [133-134], independientemente de otros posibles efectos sobre la célula.

4.3.2.6 Via de seiializacion de Wnt

Esta via se identificd como afectada tanto a las 6 como a las 24 horas luego del
tratamiento con MVs. La via de seifalizacién de Wnt es una via de transduccion de
sefiales que se activa a partir de la uniéon de una proteina de la familia Wnt a un
receptor de la familia Frizzled. Esta interaccidon estimula una serie de cascadas de

transduccion de sefiales entre las que se incluyen la via candnica de Wnt/B-catenina, y
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dos vias no candnicas independientes de B-catenina: la via de Wnt/Ca®" vy la via de
polaridad celular plana (Planar Cell Polarity o PCP), con multiples efectos sobre la
célula [135-136].

La figura 23 representa un esquema de la via de sefializacion de Wnt, sobre el cual
se indican los genes que se vieron sub o sobre-expresados. En la misma puede verse
que dos miembros de la familia de proteinas Wnt (WNT6 y WNT10A) se encuentran
sub-expresados, al tiempo que se encuentra sobre-expresado un miembro de la familia
Dikkopf, reguladores negativos de esta via de sefializacion [137]. Asimismo, el factor de
transcripcion NFAT, un efector de la via de Wnt/Ca** [135] se encuentra sub-
expresado. Esto indicaria que la via de sefializacion mediada por proteinas de la familia
Wnt se encuentra inactiva. Sin embargo, la Axina (Axin), una proteina que se une a B-
catenina impidiendo asi la activacién de la via [135], se encontrd sub-expresada. En el
mismo sentido, la proteina ICAT también se encontré sub-expresada. La misma tiene
funciones inhibitorias de la via de Wnt al interactuar con B-catenina interfiriendo en la
unién de ésta a los factores de transcripcion del tipo TCF, efectores de la via de Wnt
[138]. Adicionalmente, otro regulador negativo de la via de Wnt/B-catenina, NKD2
[139], también se encuentra sub-expresado. Finalmente, DAAM1, una proteina que
participa en la activacién de la via de PCP mediante su interaccién con una Rho GTPasa
[135, 140], se encuentra sobre-expresada. Teniendo en cuenta que algunos
reguladores negativos de la via se encuentran reprimidos, que uno de los reguladores
positivos se encuentra sobre-expresado, asi como lo estd WNT7B, los resultados

apuntan a la activacion de la via de Wnt, en oposicion a lo interpretado anteriormente.

Es posible que ciertas cascadas de sefializacién mediadas por Wnt se encuentren
reprimidas mientras que otras no. Si bien algunas Wnt activan preferencialmente vias
dependientes de B-catenina (ej: WNT1, WNT3A, WNT8) o vias independientes de B-
catenina (ej: WNT5A, WNT11), la actividad de un ligando Wnt depende tanto del
contexto celular como del receptor [141]. Ninguno de los tres miembros de la familia
de Wnt que se encontraron modificados activa preferencialmente un tipo u otro de
via, por lo que no podemos inferir simplemente a partir de los niveles de expresién de

estos cual de las vias podria verse afectada. En principio, la informacién disponible no
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parece ser suficiente para deducir claramente el estado de activacion de las distintas

vias.
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Figura 23. Esquema de las distintas vias seiializacion de Wnt. Se muestran las 3 vias mds estudiadas de
sefializacion medidadas por Wnt. De izquierda a derecha se presentan la via de polaridad celular plana
(PCP), la via candnica de B-catenina y la via de Wnt/Ca”", asi como los principales efectos de la activacion
de cada via. Se marcan con flechas rojas y verdes los genes sub o sobre-expresados respectivamente
(Tomado y modificado de [142]).

La alteracion de la/s vias de sefializaciéon de Wnt, mas alld de si se trata de
activacion o inhibicidn, no parece a priori tener relacién con el proceso de invasién o
durante la infeccidn, ya que tipicamente se la asocia a fendmenos que tienen lugar
durante el desarrollo y no es reportada en la literatura como una de las vias de
sefalizacion activadas durante la interaccion célula hospedera-parasito. Su
determinacion como una de las vias afectadas por el tratamiento con MVs explica en
parte algunos de los procesos bioldgicos identificados por el analisis de
enriguecimiento de términos ontoldgicos tales como el desarrollo, su regulacidon y la
diferenciacién celular.

Las vias independientes de B-catenina regulan ciertos cambios celulares muy
relacionados con los que se desencadenan luego del contacto inicial de la célula con el

parasito. Por un lado, la activacion de las dos vias no candnicas de Wnt/PCP y Wnt/Ca**
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tienen efectos sobre el citoesqueleto celular, estimulando la polimerizaciéon de la
actina. El rol del citoesqueleto durante el ingreso del pardsito a la célula fue discutido
en la seccién 4.3.2.4, donde se describid la posible inhibicién de las Rho GTPasas y de
la polimerizacién de actina luego del tratamiento con MVs. Otro escenario posible es
que las MVs estimulen la via de Wnt/Ca®*, movilizando las reservas de Ca’'
intracelulares (Ca%"). La interaccién en la superficie celular con tripomastigotas da
lugar a cascadas de sefializacion en la célula que llevan a un aumento en los niveles de
Ca”";, dependiente de fosfolipasa C e inositol trifosfato, necesario para la invasién
exitosa [143]. Este evento es clave durante el ingreso del pardsito a la célula ya que
permite la fusidn de los lisosomas con la membrana plasmatica, y asi el acceso de
parasito a estos, desde los cuales posteriormente transitaran al citoplasma, en una de
las principales (mas no unica) vias de entrada a la célula [144].

Los datos obtenidos no apoyan preferencialmente la activacion o inhibicién de las
vias no candnicas de Wnt. Sin embargo, tendria sentido que las MVs producidas por el
pardsito inhibieran aquellas vias que estimularan la polimerizacién de actina, en forma
coordinada con la inhibicidn de las Rho GTPasas, asi como también seria favorable para
el mismo que las MVs generaran un aumento en los niveles de ca®, generando un
ambiente propicio para la invasion. Como fue mencionado, los resultados obtenidos no
permiten concluir que sean estos los fendmenos que suceden luego del tratamiento
con MVs, por lo que andlisis dirigidos especificamente a la determinacion del estado de
activacion de estas vias son necesarios para poder contrastar las hipotesis planteadas.

Finalmente, la via de Wnt/ B-catenina ha sido implicada en la regulacién de la
respuesta inmune, siendo necesaria para la generacion de linfocitos T de memoria
[145], manteniendo un fenotipo tolerogénico en células dendriticas [146] y regulando
la respuesta frente a ciertos patdgenos, posiblemente a través de la generacién de
linfocitos T reguladores [147]. No es posible descartar que el tratamiento con MVs
tenga un efecto sobre la via de Wnt/B-catenina, relacionada a la respuesta inmune,

cuya repercusidon no puede ser vislumbrada a partir de los elementos disponibles.
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El andlisis de la expresién génica de distintos tipos celulares infectados por T. cruzi
ha sido llevado a cabo mediante microarreglos, con resultados muchas veces
contrastantes. Los primeros ensayos de microarreglos llevados a cabo en fibroblastos
humanos durante las primeras horas de la infeccidn (2, 4, 6 y 24 horas) practicamente
no registraban cambios en la expresién génica [148]. Los autores de este trabajo
proponian que esto se trataba de una estrategia del parasito de “pasar desapercibido”
durante el ingreso. Mds tarde, en fibroblastos murinos, luego de 5 dias de infeccidn, se
reportd un perfil de expresién pro-apoptdético [149], mientras que en células Hela 3
dias post-infeccion se vio que la infeccidon tenia un efecto anti proliferativo, inhibiendo
la expresion de promotores de la proliferacidn y estimulando la de inhibidores de esta
[150]. Posteriormente, los perfiles de expresiéon génica de distintos tipos celulares
humanos, 24 horas post-infeccidon, fueron analizados mediante microarreglos por
Costales y colaboradores, y en combinacidon con ensayos de transwell se detectaron
procesos dependientes o independientes de factores solubles que puedan ser
generados por las propias células en respuesta a la infeccién, tales como citoquinas
[151]. Los procesos independientes del efecto de las citoquinas liberadas, comunes a
todos los tipos celulares estudiados, incluian el catabolismo de aminoacidos, la
respuesta a heridas y el bloqueo de la progresién del ciclo celular. Finalmente y mas
recientemente, se analizaron los perfiles de expresién de cardiomiocitos murinos
durante las primeras etapas de la infeccion (1, 2, 4, 6, y 12 horas), asi como luego de
transcurridas 24 y 48 horas. Contrario a reportes anteriores, los autores encontraron
gue en las etapas iniciales de la infeccién tiene lugar un gran cambio en la expresién
génica global de las células, que afecta, entre otros, la respuesta inmune, inflamacién,
ciclo celular, apoptosis, respuestas a estrés, la homeostasis redox y la remodelaciéon
del citoesqueleto y la matriz extracelular [152]. Los resultados obtenidos por estos
autores coinciden en varios puntos con los obtenidos en este trabajo. Por un lado,
observan cambios en la expresion que dan lugar a la disrupcion del citoesqueleto de
actina, lo cual concuerda con lo observado aqui en relacién a la inactivacién de Rho
GTPasas. Asimismo, y si bien no ven alterada la expresiéon de MMPs, si observan que el
remodelado de la matriz extracelular se ve afectado. Finalmente, también observan la
induccion de la respuesta inmune a través de la estimulacion de la expresion de genes

involucrados en estas, tales como citoquinas proinflamatorias.
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De todos modos, los resultados obtenidos por Costales y colaboradores [151]
ponen de manifiesto la necesidad de considerar que los efectos observados luego de
un tratamiento (independientemente de si se trata de la infeccidn o de la incubacidn
con MVs) pueden no deberse de forma directa al tratamiento realizado. Dado que las
vias analizadas con mayor profundidad se encuentran muy relacionadas entre si, es
posible que parte de la respuesta observada se deba a efectos indirectos de las MVs,

por lo que la identificacién de un “responsable” en las mismas no siempre sera posible.

En conjunto, los resultados presentados en esta seccién proveen de una idea global
del efecto que las MVs pueden tener sobre la célula hospedera. Cabe destacar varios
aspectos:

1. La incubacidon con MVs tiene un efecto sobre las células hospederas que decae
en el tiempo. La mayor parte de los cambios observados tienen lugar a las 6 horas
luego del tratamiento, manteniéndose afectados a las 72 horas sélo un 2.5% de los
genes modificados inicialmente. En el contexto de la infeccidn, puede suponerse que el
contacto de las MVs con las células hospederas tendrd lugar previo y durante el
contacto del propio parasito con estas. Ha sido reportado que luego de tan solo 10
minutos de incubacidn, es posible detectar parasitos internalizados las células
hospederas, e independientemente de la via de ingreso, todos los parasitos han
alcanzado el compartimento lisosomal luego de 1 hora [144]. Por lo tanto, es posible
gue cambios (quizds mdas marcados) tengan lugar inclusive antes de las 6 horas, y
debido al disefo experimental utilizado no fueron detectados. De todos modos, se ha
reportado la liberacion de MVs por parte del pardsito una vez que este ya ha ingresado
a la célula [54], por lo que podrian seguir teniendo efectos luego de las 72 horas.

Es importante mencionar que en los ensayos realizados en este trabajo no se
incluyd un control de células no tratadas para cada tiempo evaluado, sino que se
trabajo con un pool de células obtenidas a distintos tiempos. La inclusién de controles
para cada tiempo no fue posible debido al costo que esto implica, pero podrian ser

utiles para descartar cambios temporales que normalmente tienen lugar en las células.

2. El analisis de los resultados obtenidos a través del enriquecimiento de términos

ontolégicos para la deteccidon de procesos bioldgicos afectados y a través de la
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identificacion de vias celulares afectadas permitié contar con un panorama general de
lo que sucede en la célula en respuesta al tratamiento con MVs, a nivel de ARN
mensajero. En términos generales, se observaron cambios que podrian favorecer el
ingreso y el mantenimiento del parasito en la célula (modulacién del citoesqueleto y
remodelacién de la MEC) y que podrian contribuir a la infeccién (inhibicion del sistema
del complemento y la coagulacidn). Sin embargo, las células hospederas no son
indiferentes al estimulo “ajeno” que representan las MVs, por lo que también se
detectan respuestas del tipo inmune y pro inflamatorias, que también pueden influir
en el desarrollo de la infeccion.

Como fue mencionado anteriormente, solo ciertas vias fueron analizadas en mayor
profundidad, por lo que aun restan vias que pueden resultar interesantes para
examinar con mas detalle, teniendo en cuenta tanto el andlisis de enriquecimiento de
términos ontoldgicos como la informacidn disponible en la literatura. Uno de estos
casos es el de la angiogénesis, un proceso que se identific6 como afectado por el
tratamiento con MVs tanto por el analisis ontolégico como por el de vias. Si bien no
puede en principio establecerse una relacion evidente entre este proceso y la
infeccion, podria tratarse de un efecto colateral, teniendo en cuenta que se han
reportado en la literatura efectos anti-angiogénicos de la calreticulina de T. cruzi [153-
154], nombrada anteriormente y transportada en las MVs. Otro ejemplo, quizads mas
interesante, es el del metabolismo lipidico. Este proceso fue identificado a través del
analisis ontolégico, junto con otros procesos relacionados tales como el transporte de
lipidos y el metabolismo de hormonas lipidicas. Asimismo, las vias de sefializacion de
SERBP (con funciones regulatorias sobre el metabolismo lipidico [155]), la de
receptores nucleares en el metabolismo lipidico, el metabolismo de la vitamina A vy
carotenoides y la adipogénesis también se detectaron como afectadas por el
tratamiento con MVs. En relacién a los receptores nucleares, se detectaron afectados
un tipo de receptores denominados PPARs (del inglés, peroxisome proliferator-
activated receptors), involucrados no solo en la regulacién del metabolismo de lipidos
sino también en la respuesta inflamatoria [156-157]. Recientemente ha sido
demostrado que entre las 18-24 horas luego del ingreso del parasito a la célula
hospedera, estas comienzan a producir energia no a partir de glucosa, sino

preferentemente a partir de acidos grasos, lo cual es beneficioso para el parasito [158].
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Es tentador especular que las MVs tendran un efecto sobre el metabolismo lipidico
que contribuya a un ambiente celular favorable para la replicacién del parasito.

Estos dos ejemplos indican que es posible continuar profundizando en el analisis de
los resultados. Asimismo, otras estrategias de analisis de los datos pueden ser
empleadas. Diferentes criterios fueron empleados a lo largo de este trabajo para la
seleccion tanto de los genes a analizar como de los procesos biolégicos y vias. Otros
criterios igualmente vdlidos podrian emplearse, y si bien es posible que los aspectos
generales no se vean modificados, quizds se obtengan evidencias adicionales que
apoyen algunos de los resultados obtenidos, o permitan resolver ciertas ambigliedades
en algunos de estos. Adicionalmente, podrian detectarse procesos que durante el

analisis fueron descartados por las restricciones impuestas al mismo.

3. Para el analisis de los efectos de las MVs sobre la célula hospedera, se
consideraron como células control aquellas que no fueron incubadas con estas. Esto si
bien presenta el beneficio de poder observar efectos generales del tratamiento con
MVs, no permite discernir cudles se deben especificamente a las MVs de T. cruzi y sus
componentes, y cudles simplemente se deben, por ejemplo, a la internalizacién de una
vesicula lipidica por mecanismos como la endocitosis. En este sentido, podria ser util
incluir como control células tratadas con liposomas artificiales, que representen el
estimulo endocitico, y permitan descartar cambios inespecificos. Adicionalmente, la
estrategia empleada en este trabajo no permite distinguir entre efectos generados por
la fraccion proteica, lipidica, de acidos nucleicos y otras posibles moléculas presentes
en las MVs. Puede considerarse que es esto lo que efectivamente tiene lugar durante
la infeccién, y que de esta manera ademas se reproducen los posibles efectos
sinérgicos que existan entre los distintos componentes. El estudio de los efectos de
ciertos componentes de interés se realizé de forma individual, y se presenta y discute

en la siguiente seccion.

4. Es importante tener en cuenta que los resultados obtenidos reflejan los cambios
gue tienen lugar a nivel de ARN mensajero, y dada la complejidad de la regulacién de
la expresién génica en células eucariotas, no necesariamente se verdn plasmados a

nivel de proteinas. Si bien esto no resta valor a los resultados obtenidos, es un aspecto
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a considerar a la hora de afirmar la existencia de efectos a causa del tratamiento.
Aquellos procesos que resulten de particular interés deberan evaluarse de forma

directa y especifica para verificar las conclusiones inferidas.

4.4 Transfeccion de células Hela con tsRNAs presentes en las MVs de T.

cruzi: ensayos de viabilidad y analisis de microarreglos

Como fue mencionado anteriormente, las MVs de T. cruzi transportan entre otros
componentes, dos tsRNAs, derivados de los ARNs de transferencia de Leucina y
Treonina (tsRNA-Leu y tsRNA-Thr respectivamente), que en conjunto dan cuenta del
60% de los tsRNAs transportados por las MVs. Para evaluar el posible efecto de estos
tsRNAs sobre la célula hospedera, se transfectaron células Hela con
oligoribonulcedtidos sintéticos con la secuencia de los tsRNAs y se analizé su viabilidad
asi como su perfil de expresidon génica a nivel de ARN mensajero por ensayos de

microarreglos.

4.4.1 Eficiencia de transfeccion y viabilidad

La figura 24 muestra imagenes representativas de las distintas transfecciones
llevadas a cabo (detalladas en la seccion Materiales y Métodos), donde se puede
observar que se logré una buena eficiencia de transfeccién (> 85% de células
transfectadas) con las distintas sondas utilizadas. Asimismo, no se observan
alteraciones fenotipicas evidentes, tanto en células tratadas unicamente con el agente
de transfeccion como en las células transfectadas con los distintos
oligoribonucledtidos sintéticos.

En cuanto a los ensayos de viabilidad, los mismos muestran que no existen
diferencias estadisticamente significativas (determinadas mediante ANOVA, p-valor
>0.05) entre la viabilidad de las células control, las células tratadas solo con
Lipofectamina y las células transfectadas con cualquiera de los oligoribonucleétidos
utilizados (figura 25). Estos resultados indican que la transfeccion y las condiciones en
gue ésta se llevd a cabo no tienen efectos nocivos sobre la viabilidad de las células o su

capacidad proliferativa.
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Campo claro stRNA-Leu-Cy3 Merged Células control

Campo claro stRNA-Thr-FAM

stRNA-ThrScr-FAM

Thr. Se presentan imagenes representativas del campo claro, la sefial de la sonda y la imagen
superpuesta de células transfectadas. A la derecha se muestran imagenes de campo claro de células sin
ningun tratamiento y células tratadas uUnicamente con Lipofectamina. Todas las imagenes fueron
tomadas con un aumento de 20X.

UAbS 595 nm
1.6

14

12 |

1,0 —

0,8 [—

06 [—

0,4 —

02 [—

0,0

c.C C.L stRNA-Leu Leu Scr StRNA-Thr Thr-Scr

Figura 25. Analisis de la viabilidad de células transfectadas mediante tincidon con cristal violeta. Se
presentan las medidas de absorbancia a 595 nm y el desvio estandar para cada condicion analizada:
C.C.:. células control, C.L.: células tratadas con lipofectamina, tsRNA-Leu o tsRNA-Thr: células
transfectadas con el oligoribonucledtido correspondiente a los tsRNAs de interés, Leu-Scr o Thr-Scr:
células transfectadas con los oligoribonulceétidos irrelevantes. No se observan diferencias significativas
en la viabilidad celular como consecuencia de la transfeccidn en ninguno de los casos. N=8
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4.4.2 Analisis de expresion génica por microarreglos

A partir del ARN obtenido de las células transfectadas, se realizaron ensayos de
microarreglos, con el fin de detectar posibles blancos de los tsRNAs mds abundantes
en las MVs de T. cruzi. Para determinar cudles genes se veian afectados
especificamente por los tsRNAs de interés y no simplemente debido a la exposicion y
el ingreso de ARN exdgeno, se compardé en primer lugar las células transfectadas con
los oligoribonucledtidos irrelevantes vs células tratadas con lipofectamina, y se
identificaron los genes diferencialmente expresados (p-valor < 0,05). El mismo analisis
fue realizado para las células transfectadas con las sondas de interés. Finalmente,
mediante sustraccidon se determinaron cuales eran los genes modificados de forma
especifica por los tsRNAs-Leu o tsRNA-Thr. Estos genes fueron luego filtrados por fold
change, donde se seleccionaron aquellos que tuvieran un FC > 3.

La transfeccion con el tsRNA Leu modifica la expresion de 3 genes, en todos los
casos causando su sobre-expresion. Por su parte, el tsRNA Thr, modificé 20 genes. De
estos, la mitad se vio sub-expresado, y la otra mitad sobre-expresados. La lista
completa de estos genes y los valores de fold change registrados se presentan en la
tabla 6. Dado el bajo nimero de genes el andlisis de vias no genera resultados con
suficiente apoyo estadistico, es decir, no es posible asignar estos genes a ninguna via
en particular. Sin embargo, los 20 genes modificados por tsRNA-Thr tras el andlisis de
enriquecimiento de términos ontoldgicos fueron asociados a la regulacién de procesos
metabdlicos, a través de la herramienta Functional Annotation Clustering de la

plataforma DAVID, con un enrichment score de 1,2 (equivalente a un p-valor de 0.08).

Posteriormente se realizé la comparacion con los genes que se vieron modificados
luego del tratamiento con MVs. Se encontrd que de los tres genes modificados por la
transfeccion con el tsRNA Leu, ninguno se veia afectado por la incubacion con MVs en
ninguno de los tiempos analizados, independientemente del fold change. Por su parte,
cinco genes modificados por la transfeccién con tsRNA Thr también se identificaron
como alterados por el tratamiento con MVs. Estos genes (HPGD, HOOK1, ATF3, CXCL2
y DUSP6) se encuentran destacados en la tabla 6, en la que también se detalla en qué

tiempo y con que fold change se vieron modificados por las MVs.
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Dos de estos genes (HPGD y HOOK1) mostraron cambios en direcciones opuestas
en los distintos tratamientos (transfeccién o incubacion con MVs). Dado que estos
cambios no fueron verificados, no es posible descartar que se trate de un artefacto de
la técnica de microarreglos. Alternativamente, es posible que la entrada del tsRNA
aislado del resto de los componentes de las MVs tenga un efecto diferente al que tiene
al ingresar junto con el resto de los componentes. De la misma manera, la deteccién
de cambios generados por los tsRNAs que no se observan con las MVs puede indicar
que ciertos componentes de las MVs contrarrestan o enmascaran los efectos de los
tsRNAs, lo cual sea quizas mds representativo de lo que ocurre realmente. En este
sentido es necesario también considerar que las concentraciones de tsRNAs
empleadas aqui no necesariamente sean similares a las que se dan dentro de las MVs
y/o dentro de las células luego del ingreso de estas. Finalmente, es necesario tener en
cuenta que el mecanismo de ingreso de los tsRNAs no es el mismo cuando se da
mediante MVs o gracias a un agente de transfeccidn, y por lo tanto el destino y el
acceso a distintas maquinarias celulares puede variar en cada caso, lo cual también
puede dar cuenta de diferencias observadas.

En cuanto a los otros tres genes alterados (ATF3, CXCL2 y DUSP6), los mismos se
encontraron sobre-expresados luego de ambos tratamientos. En dos de ellos (CXCL2 y
DUSP6) ademas se verifica que el cambio es mas pronunciado a las 24 horas luego de
la incubacién con MVs, coincidiendo con el tiempo en que se analizé la expresion luego
de la transfeccién (ver tabla 6). A continuacidn se detalla brevemente la funcién de
cada uno de ellos.

ATF3 es un factor de transcripcion dependiente de AMP ciclico y es miembro de la
familia CREB (del inglés cyclic AMP response element-binding o proteinas de unién a
elementos que responden a AMPc). La expresién de ATF3 se ve inducida a partir de
sefiales de estrés tales como citoquinas, infeccion bacteriana y falta de nutrientes. Este
factor de transcripcion es capaz tanto de activar como reprimir la transcripcion
dependiendo del contexto celular, asi como del promotor y de la interaccidén con otros
factores. Tiene funciones de regulacién de los mecanismos de defensa celulares,
participando en la respuesta inmune contra patdgenos [159-160]. CXCL2, también
denominado MIP-2a (del inglés macrophage inflammatory protein 2-alpha), es un

miembro de la familia CXC de quimioquinas, reconocidas como importantes
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mediadores en los procesos de inflamacién. En particular, CXCL2 (que puede ser
inducida por lipopolisacédrido), actia como un potente quimio-atrayente de neutrdfilos
[161-162]. El andlisis de estos dos genes a través de la plataforma GeneMania
(http://genemania.org/) indica que existe evidencia de co-expresion entre estos dos
genes, consistente con el rol que ambos tienen en la respuesta inmune.

Finalmente, DUSP6 es un miembro de la familia de fosfatasas de especificidad dual,
capaces de desfosforilar residuos de fosfotirosina asi como de fosfoserina/
fosfotreonina en un mismo sustrato. Existen varios subgrupos dentro de esta familia
de fosfatasas. En particular, DUSP6 pertenece al grupo de fosfatasas de MAPK
(fosfatasas de quinasas activadas por mitégenos) o MKPs. Dentro de este subgrupo se
distinguen a su vez, tres clases de MPKs, dependiendo del tipo de MAPK que tienen
como sustrato, su localizacion subcelular y homologia de secuencia. DUSP6 forma
parte de las MKPs citosdlicas, con especificidad por quinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERKs, del inglés extracellular-signal regulated kinases). Dado que la
actividad de las MAPK requiere que las mismas se encuentren fosforiladas, la acciéon de
las MPKs es de inhibicion de estas, y por ende de sus cascadas de sefializacion, las
cuales estan involucradas en la regulacién de diversos procesos celulares tales como la
adhesién, crecimiento y proliferacion, diferenciacion, regulacion del citoesqueleto y
sobrevida. Ademas de la regulacién de las MAPKs mediante desfosforilacion, DUSP6
puede actuar como un ancla para las mismas, determinando su localizacién subcelular.
Por otra parte, DUSP6 se ha visto implicada en la regulacién positiva de la expresion de
genes de la gluconeogénesis, para lo cual tendria una accion independiente de la
relacionada a la inactivacion de MAPKs, actuando sobre el factor de transcripcion
FOXO1 [163-165].

Tanto ATF3 como DUSP6 tienen funciones regulatorias, pudiendo afectar una
amplia variedad de procesos y vias celulares en diversos sentidos. Debido a esto, la
sobreexpresidn de estos genes no tiene un efecto que pueda inferirse sencillamente y
por tanto no es posible predecir o vislumbrar una funcién o rol del tsRNA-Thr en la

célula hospedera y en el contexto de la interaccion de esta con el parasito.
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Tabla 6. Genes modificados por la transfeccion con tsRNAs. Se presentan los genes diferencialmente
expresados 24 horas luego de la transfeccién con tsRNA-Thr y tsRNA-Leu.Procesos (p< 0.05, fold change 23).
Se indica el simbolo y nombre del gen asi como el fold change que presentd. En las dos ultimas columnas se
detalla si el gen se vio modificado o no (“NO”) luego de la incubacion con MVs con un fold change de 3 o
mas (“MVs (p <0.05, FC 23)”) y sin discriminar por fold change (“MVs (p <0.05)”). Cuando corresponde se
indica en que tiempo se detecto la modificacidn (6, 24 o 72 horas post-incubacidn) y la magnitud del cambio
(“FC”). Asimismo, los genes que se encontraron afectados tanto por la transfeccion con tsRNA como por la
incubacién con MVs se resaltan .

Fold MVs MVs

Gen Change (p <0.05, FC 23) (p <0.05)

tsRNA-Thr (p < 0.05, FC 23)

Bromodomain and WD repeat

BRWD1 . . -4,68 NO NO
domain containing 1
VPS8 Vacuolar.p.roteln sorting 8 homolog 3,98 NO NO
(S. Cerevisiae)
MESDS Major  facilitator  superfamily 3,65 NO NO

domain containing 8

SRRM4 Serine/arginine repetitive matrix 4 -3,50 NO NO

LON peptidase N-terminal domain

LONRF2 and ring finger 2

-3,48 NO NO

Hydroxyprostaglandin

HPGD
G dehydrogenase 15-(NAD)

-3,38 24 hs FC: 3,7 6 hs FC:1,8

RSF1 Remodeling and spacing factor 1 -3,26 NO NO

Myeloid/lymphoid ~ or  mixed-

MLLT1 -3,07 N N
0 lineage leukemia translocated to 10 3.0 ° °
. 6 hs FC: 3,5 )
HOOK1 Hook homolog 1 (Drosophila) -3,07 24 hs FC: 4.5 72 hs FC: 1,7
RMINDSA Required for meiotic nuclear 306 NO NO
division 5 homolog A (S. Cerevisiae) !
TRIB1 Tribbles homolog 1 (Drosophila) 3,04 NO NO
EGR1 Early growth response 1 3,05 NO NO
6hs FC:-1,9
ATF3 Activating transcription factor 3 3,28 NO 24 hs FC: 1,2
72 hs FC:-1,7
CXxcL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 3,410 NO NO
NRAA1 Nuclear receptor subfamily 4, 3,501 NO NO
group A, member 1
. o 6hs FC:1,2
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 3,66 24 hs FC: 3,2 72 hs FC:1.9
LOC Hypothetical protein
100293390 LOC100293390 3,826 NO NO
GBP5 Guanylate binding protein 5 3,83 NO NO
- 24 hs FC: 2,9 .
DUSP6 Dual specificity phosphatase 6 4,084 79 hs: EC: 3 6 hs FC: -1,2
EGR2 Early growth response 2 4,16 NO NO
tsRNA-Leu (p £ 0.05, FC 23)
CPNE4 Copine IV 3,00 NO NO
SPRY4 Sprouty homolog 4 (Drosophila) 3,29 NO NO

GTF2A1 General transcription factor IIA 3,36 NO NO
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El mecanismo de accidn de los tsRNAs no se encuentra dilucidado por completo, a
pesar de ciertas evidencias que apuntan a su capacidad de regular la expresion génica
a través de mecanismos que podrian involucrar la degradacion especifica de ciertos
ARNs mensajeros o la inhibicion del inicio de la traduccion [79, 81, 83]. Sin embargo,
los resultados obtenidos aqui muestran que la accién de los tsRNAs no siempre da
lugar a sub-expresidon. Dado que el anadlisis de expresion génica se llevo a cabo 24
horas luego de la transfeccidn, es posible que los efectos de induccién de la expresidon
sean consecuencia del efecto directo de los tsRNAs sobre otros blancos. El analisis de
la expresion génica en las primeras horas luego de la transfecciéon podria aportar
evidencia en este sentido, ademas de contribuir a la identificacion de los blancos
directos de estos pequefios ARNs. Alternativamente, es posible que el tsRNA se una
por homologia de secuencia con su ARN mensajero blanco induciendo su sobre-
expresion, en una forma similar a lo reportado para ciertos microARNs bajo ciertas
condiciones celulares [166]. En este sentido, la busqueda bioinformatica de posibles
sitios de union del tsRNA en el ARN mensajero (incluyendo las regiones 5’ y 3’ UTR) es
una aproximacion posible para el entendimiento del mecanismo de accién. Analisis
bioinformaticos preliminares muestran que la interaccidén entre el tsRNA-Thr y 3 de los
transcriptos afectados (ATF3, CXCL2 y DUSP®6) es posible del punto de vista molecular y
energético. Estos analisis acompafiados de ensayos reporteros serian necesarios para
validar la hipdtesis de un mecanismo de accidon que involucre apareamiento de
secuencias. Finalmente, es también posible que el mecanismo de accién de los tsRNAs
no implique efectos detectables a nivel de ARN, y por lo tanto para poder observarlos
sean necesarias, por ejemplo, aproximaciones protedmicas que permitan ver si existe
un efecto a nivel de proteinas, consistente con su accién a nivel de la inhibicién del

inicio de la traduccion.

Por ultimo, cabe mencionar que la eleccidon de los tsRNAs que fueron empleados
para las transfecciones se hizo teniendo en cuenta que estos son los mas
representados dentro de las MVs. Si bien consideramos que este es un criterio valido,
no podemos descartar que otros pequefios ARNs puedan tener efectos (quizds mas

trascendentes) a pesar de encontrarse en menores cantidades. En este sentido, puede
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resultar de interés el andlisis de los cambios en el perfil de expresidon génica de células

enfrentadas al conjunto de pequefios ARNs contenidos en las MVs.

4.5 Validacion de los resultados de microarreglos mediante RT-PCR en
tiempo real (qPCR).

Con el fin de validar los resultados obtenidos por microarreglos se realizaron
ensayos de PCR en tiempo real. Se seleccionaron aquellos genes que se vieron
modificados por los dos tratamientos realizados en este trabajo: incubacidn con MVsy
transfeccidon con tsRNAs. Los resultados obtenidos se presentan graficamente en la
figura 26, en la cual se indica, para cada gen, el fold change con respecto a las células
control para cada condicién. Los mismos muestran que Unicamente CXCL2 presenta los
cambios esperados en todas las condiciones analizadas, es decir, se ve sobre-
expresado 24 horas luego del tratamiento con MVs y luego de la transfeccion con el
tsRNA-Thr, pero no con su contraparte irrelevante. Por su parte, ATF3 mostré sobre-
expresion luego de la transfeccion con el tsRNA-Thr, pero también se vio afectado por
la transfeccidn con la correspondiente sonda “scrambled”, al tiempo que no se vieron
cambios 24 horas post-incubacidn. Por ultimo, DUSP6 no presenta un comportamiento
esperado, ya que ninguno de los tratamientos muestra diferencias con respecto al

control.
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77 0 tsRNA-Thr B tsRNA-Scr B 24 hrs P,

Fold change
=

CXCL2 ATF3 DUSP6

Figura 26. Resultado de los ensayos de PCR en tiempo real para los genes seleccionados. El grafico
muestra el fold change con respecto a las células control para cada condicién (células tratadas
Unicamente con lipofectamina para las condiciones que implican transfecciéon o células tratadas con
medio sin MVs de T. cruzi), determinado mediante el método 2 para los genes analizados (CXCL2,
ATF3 y DUSP6). Las barras de error representan el desvio estandar correspondientes a tres réplicas
bioldgicas para cada condicidn, realizadas por duplicado. tsRNA-Thr: células transfectadas con el
oligoribonucledtido sintético tsRNA-Thr; tsRNA-Scr: células transfectadas con la contraparte irrelevante
de tsRNA-Thr; 24 hs P.1: células 24 horas post-incubacion con MVs.

Si bien es positivo que al menos 1 de los 3 genes evaluados haya podido ser
validado, los resultados presentados en esta seccidn no representan un apoyo
suficiente a los obtenidos en los ensayos de microarreglos. Esto no implica que estos
ultimos deban ser descartados, sino que para poder validarlos se requiere mayor
estudio. En particular, en lo que concierne a los procesos biolégicos afectados por el
tratamiento con MVs, seria especialmente util analizar en detalle aquellos genes que
resulten claves en las vias celulares de interés y/o aquellos que hayan mostrado
cambios muy pronunciados.

De todos modos, la sobre-expresion del ARN mensajero de CXCL2 pudo ser
verificada por gPCR, lo cual aporta evidencias a favor de que los pequefios ARNs
derivados de tRNAs son capaces de modular la expresion génica. Esto no implica
necesariamente que las moléculas de tsRNA-Thr transportadas en las MVs sean las
Unicas responsables de la sobre-expresién de este gen, pero si que son capaces de
hacerlo. Estudios adicionales deberan llevarse a cabo para verificar si el cambio

observado en los niveles de expresidn responde a la interaccion directa entre el tsRNA
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y el ARN mensajero o si se trata de un efecto “secundario”, mediado por elementos de

la propia célula.
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5. Conclusiones y perspectivas

El presente trabajo buscd evaluar los efectos que tienen las MVs generadas y
liberadas por el parasito T. cruzi sobre su célula hospedera, y asi contribuir al
entendimiento de las interacciones que tienen lugar durante la infeccién.

Inicialmente se llevd a cabo la tarea de optimizar las condiciones del tratamiento
de las células con las MVs del parasito, en términos de la cantidad de MVs y la
duracién de la incubacion.

Una vez puestas a punto estas condiciones, se analizé la posibilidad de que las MVs
ingresaran a la célula mediante la via endocitica, y se vio que es posible que estas
exploten esta via para internalizarse, si bien no se descartan otras alternativas.

Por otra parte se estudiaron los cambios que tienen lugar a nivel del transcriptoma
de la célula hospedera cuando es incubada con MVs. Se detectd que el tratamiento
implica importantes cambios en el perfil de expresion génica celular, el cual es mas
pronunciado durante las primeras horas luego de la incubacién, decayendo en
magnitud con el tiempo. Una variedad de procesos celulares parecen verse afectados,
observandose respuestas que podrian favorecer una eventual infeccidén, asi como
respuestas que apuntan hacia la proteccidn de las células hospederas.

Finalmente, se evalud el rol de ciertos tsRNAs transportados en las MVs, de interés
por tratarse de los pequefios ARNs mayoritarios en un organismo que carece de las
vias clasicas de regulacién mediada por pequefios ARNs. Si bien los resultados
obtenidos no permiten determinar de forma concluyente el rol de estos pequefios
ARNs, si es posible afirmar que son capaces de regular la expresion de ciertos genes en
las células hospederas. El mecanismo por el cual son capaces de tal efecto no ha sido
determinado aun.

Dado que sélo se evalué una posible via de entrada de las MVs, seria de interés el
analisis de otras vias alternativas, asi como la determinacion del destino intracelular de
los distintos tipos de componentes transportados por las mismas.

Serd necesario realizar otros estudios para poder afirmar que los procesos que las
MVs parecen afectar, efectivamente se ven afectados, especialmente considerando

que se evaluaron cambios a nivel de ARN mensajero que pueden no verse reflejados a
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nivel de proteinas. Asimismo, la identificaciéon de cuales de los componentes de los
transportados por las MVs son responsables de los cambios observados puede ser de
interés, en particular para la busqueda de blancos terapéuticos. Por otra parte, el
analisis de los resultados obtenidos aqui mediante microarreglos puede continuarse,
concentrandose en ciertos procesos particulares que puedan resultar de interés.
Finalmente, es importante mencionar que en este trabajo se abordd el estudio de
los efectos de las MVs sobre las células hospederas. Sin embargo, resultados del
laboratorio de Gendmica Funcional indican que las mismas tendrian efectos también
sobre otros parasitos, induciendo en estos transiciones en el ciclo de vida, mas
concretamente la transformacion al estadio infectivo. Seria de interés poder evaluar
cudles son los cambios que tienen lugar en el parasito, lo cual contribuiria al
conocimiento de la biologia general del mismo, y por ende a la compresion de un

proceso complejo como es el de la infeccion.
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Tabla S1. Sondas empleadas para la transfeccidn de células Hela y electroporacion de MVs. Las sondas
empleadas para transfeccidon tienen la secuencia correspondiente a dos tsRNAs y sus contrapartes
irrelevantes, mientras que las sondas para electroporacion corresponden a un stRNA empleado
usualmente en nuestro grupo de trabajo. Se muestra el nombre de cada oligonucleétido sintético, su
secuencia y el fluoréforo que tiene acoplado. Los asteriscos hacen referencia a las modificaciones
presentes en los nucleétidos (agregado de 2-O-metilo y esqueleto de fosforotioato)

Nombre Secuencia (5’-3’) Fluoréforo
tsRNA-Leu A*A*C*GUCAAGUCUUAGACCACUCGACCAUCUUG*C*C* Cy3
tsRNA-Leu-Scr A*C*A*CCAUUACUCGCACUACCAUCCGACGUAGU*U*G* Cy3
tsRNA-Thr G*A*C*GGAGGUCGGGGGUUCGAUCCCCCCAGUGG*C*C* FAM
tsRNA-Thr-Scr G*C*G*GUGCGCGACGUCCGGUCGGCGAUUCGCAC*A*G* FAM
tsRNA-Glu CAGGTGTTGTAACCGTTATACCATATC Cy3/FAM

Tabla S2. Primers utilizados para la validacion de los resultados de microarreglos. Se presentan las
secuencias de los primers utilizados durante los ensayos de gPCR, disefiados para la amplificacién de los
genes ATF3, CXCL2, DUSP6 y GAPDH. F: primer forward o directo; R: primer reverse o reverso.

Nombre Secuencia (5’-3’)
ATF3F  GGAGCCTGGAGCAAAATGATG
ATF3R  GACGATGGCAGAAGCACTCA
CXCL2 F ACGGCAGGGAAATGTATGTGT
CXCL2R TCGAAACCTCTCTGCTCTAACA
DUSP6 F GCGGATCAGCTCTGACTCTT
DUSP6 R CCATCCGAGTCTGTTGCACT
GAPDHF CCAGTGGACTCCACGACGTA
GAPDHR GCGAGATCCCTCCAAAATCA

Tabla S3. Vias identificadas como afectadas 6 horas luego del tratamiento con MVs. Se presenta para
cada via el p-valor asociado asi como el numero de genes modificados pertenecientes a la via. Se
muestran los resultados obtenidos tanto con el software GeneSpring como con la herramienta DAVID.

Via p-valor N° de genes
GeneSpring

Osificacién endocondral 6,88E-06 8
Diferenciacion de la cresta neural 9,30E-04 6
Regulacion del citoesqueleto de actina 0,002 8
Receptores nucleares 0,003 4
Via de sefializacion de Wnt 0,005 6
Angiogénesis 0,006 3
Adhesién focal 0,009 8
Infeccion con E.coli 0,012 4
Contraccion y relajacion del miometrio 0,012 7
Receptores nucleares del metabolismo lipidico 0,015 3
Via de sefializacién de Notch 0,016 4
Via integrada de cancer de pancreas 0,016 8
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Via de sefializacién por TSH 0,020 4
Contraccion del musculo estriado 0,022 3
Metabolismo de vitamina A y carotenoides 0,022 3
Via de receptores NOD 0,024 3
Desarrollo del corazén 0,033 3
Cascada del complemento y la coagulacion 0,045 3
Sefializacién por SERBP 0,045 3
DAVID

Funcionalizacion de fase 1 0,027 3
Cascada del complemento y la coagulacion 0,027 6
Vias en cancer 0,033 15
Via de sefializacion de Wnt 0,033 9
Carcinoma de células basales 0,048 5
Sefializacién por FGFR 0,054 3
Sefializacién por Rho GTPasas 0,054 6

Tabla S4. Vias identificadas como afectadas 24 horas luego del tratamiento con MVs. Se presenta para
cada via el p-valor asociado asi como el numero de genes modificados pertenecientes a la via. Se
muestran los resultados obtenidos tanto con el software GeneSpring como con la herramienta DAVID.

Via p-valor N° de genes
GeneSpring

Metabolismo de vitamina A y carotenoides 3,04E-05 5
Osificacion endocondral 3,18E-05 6
Adipogénesis 2,69E-04 7
Adhesidn focal 4,26E-04 8
Contraccion del musculo estriado 4,73E-04 4
Metaloproteinasas de matriz 0,003 3
Contraccion y relajacion del miometrio 0,004 6
Desarrollo del corazén 0,009 3
Sefializacién por IL-1 0,013 3
Regulacion del citoesqueleto de actina 0,013 5
Via de sefializacion de Wnt 0,015 4
Sefializacion por TGF-8 0,015 3
Adhesidn celular mediada por integrinas 0,015 4
Senescencia y autofagia 0,019 4
Via de sefializacién por TSH 0,025 3
Receptores nucleares del metabolismo lipidico 0,026 3
Diferenciacién de la cresta neural 0,031 3
DAVID

Sefializacién por Rho GTPasas 9,84E-05 9
Vias en cancer 0,003 14
Inhibicién de metaloproteinasas de matriz 0,019 3
Via de sefializacién por receptores tipo NOD 0,019 5
Metabolismo de pirimidinas 0,039 3
Cardiomiopatia hipertroéfica 0,053 5
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Tabla S5. Vias identificadas como afectadas a partir de la lista de genes comunes a las 6 y 24 horas
luego del tratamiento con MVs. Se presenta para cada via el p-valor asociado asi como el nimero de
genes modificados pertenecientes a la via. Se muestran los resultados obtenidos con el software
GeneSpring.

Via p-valor N° de genes

Osificacion endocondral 5,49E-05 5

Contraccion del musculo estriado 0,002

Adhesion focal 0,007

Via de sefializacion de Wnt 0,026 3

Figura S1. Microscopia electréonica de transmision de las MVs obtenidas mediante el protocolo de
purificacidn. Se presenta una imagen de microscopia electrdénica de transmisién de las MVs purificadas
por el protocolo de centrifugacidn diferencial a partir del sobrenadante de cultivo de epimastigotas de
T. cruzi. Se observa una poblacién heterogénea de vesiculas.
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Figura S2. Via del complemento y la coagulacidén. Se presenta un esquema de la via del complemento y
la coagulacion tal como se obtiene a través de la herramienta DAVID durante el analisis de vias. La
misma se encuentra disponible a través de KEGG (http://www.kegg.jp/). Sobre esta se han indicado en
rojo los genes sub-expresados y en verde los sobre-expresados.
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Figura S3. Regulacion del citoesqueleto de actina. Se presenta la imagen que devuelve el software
GeneSpring durante el andlisis de vias. Los genes afectados por el tratamiento se marcan en celeste, y el
sentido de la regulacion se indica al lado del gen como un pequefio grafico, donde los genes sobre-
expresados se ven como una barra sobre el eje de las x con valores positivos, y los sub-expresados con
valores negativos.
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7. Anexos 96

Soluciones y buffers

Medio LIT

Infusion de higado 5g/L

NaCl 4.4 g/L

KCl 0.4 g/L

Glucosa 2.2 g/L

Triptosa 5 g/L

Fosfato dibasico de Sodio 11.56 g/L
Extracto de levadura 15 g/L

PBS 1X

KCl 2,7 mM
KH,P0O,1,4 mM
Na,HPO, 4 mM
NaCl 137 mM

HBS

HEPES 21 mM
NaCl3 M

KClI 5 mM
Glucosa 6 mM

SSC 20X
NaCl3 M
Citrato de Sodio 0,3M pH 7

Denhardt
Seroalbumina bovina 2%,
Ficoll 400 2%

Polivinilpirrolidona (PVP) 2%

Buffer de hibridacién
Seroalbumina bovina 2%,
Denhardt 5X

SSC 4X

Formamida 35%



