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Resumen

La proteina High Mobiliy Group B de Trypanosoma cruzi (TcCHMGB), al igual que otros
miembros de la familia HMGB, participa en importantes procesos nucleares por su
capacidad de alterar la estructura de la cromatina. Mas alla de sus funciones nucleares,
en mamiferos, la proteina HMGB1 (mHMGB1) puede ser secretada al medio extracelular
bajo condiciones de estrés celular y actuar como “patrén molecular asociado a dafio”
(DAMP) mediando procesos inflamatorios. Mediante ensayos in vitro e in vivo,
observamos que TcHMGB es capaz de inducir una respuesta inflamatoria y es detectada
en cortes de tejido de un modelo de infeccion murino con la cepa Tulahuén de T. cruzi,
tanto en células infectadas como en la region extracelular, lo que sugiere que TcHMGB
seria secretada durante la infeccidon. A partir de estos antecedentes, decidimos evaluar
su potencialidad como marcador de la infeccion y su posible aplicacion para el diagndstico
de la enfermedad de Chagas. En primer lugar, se realizd un analisis bioinformatico de
distintos aspectos del gen y de la secuencia proteica de TcHMGB utilizando la base de
datos TritrypDB y diferentes programas. Se recopilé asi, informacién valiosa acerca de su
localizacion gendmica, los niveles de expresion durante el ciclo de vida del parasito vy
arquitectura de dominios conservados entre sus ortélogas. Con el uso de predictores,
determinamos que la proteina TcHMGB posee sitios conservados que podrian sufrir
modificaciones postraduccionales (MPTs) afectando su localizacion celular, de manera
analoga a lo observado en su ortéloga de mamiferos (mMHMGB1). Con el fin de estudiar el
comportamiento de TcHMGB y mHMGB1 durante una infeccidn in vivo, en una primera
etapa, caracterizamos un modelo de infeccién animal con la cepa Dm28c de T. cruzi. Este
modelo no resultd letal para los animales y éstos presentaron un curso de infeccion con
parasitemias elevadas y afeccién cardiaca y esplénica, los cuales evolucionaron
favorablemente tras superar el pico de parasitemia. Por Ultimo, estudiamos la
especificidad de anticuerpos comerciales anti-mHMGB1 y se determind que no
reconocen inespecificamente a la proteina del pardsito, por lo que seran Utiles en ensayos
futuros para el reconocimiento de mHMGB1 en las muestras sin interferencias generadas

por TcHMGB.



1 Introduccién

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protozoario flagelado parasitario, agente causal de la
enfermedad de Chagas o tripanomiasis americana. Junto a los parasitos causantes de la
tripanomiasis africana y la leismaniasis pertenecen al filo Euglenozoa, que incluye a
organismos unicelulares flagelados. Dentro este filo, se encuentran agrupados bajo la
clase Kinetoplatidae, ya que contienen una estructura definida de ADN mitocondrial
denominado kinetoplasto. La familia Trypanosomatidae incluye a diversos organismos
monoflagelados de importancia clinica, principalmente del género Leishmania (que
provoca leishmaniasis) y Trypanosoma. Los miembros del género Trypanosoma se
subdividen en dos secciones: Stercoraria y Salivaria. Los organismos de tipo Stercoraria
residen en el intestino del insecto vector y son trasmitidos por las heces como T. cruzi,
los Salivaria se ubican en las glandulas salivares y son transmitidos a través de la saliva.
Estos ultimos incluyen a Trypanosoma brucei, causante de la tripanosomiasis africana

(Altamura, 2020).

1.1.1 Morfologia

Trypanosoma cruzi es un organismo unicelular que presenta ciertas estructuras
caracteristicas que lo diferencian de otros eucariotas (Fig. 1). En primer lugar, su
superficie celular contiene dos elementos: la membrana plasmatica y por debajo de ésta,
una capa formada por microtubulos subpeliculares, en conjunto le otorgan rigidez y
resistencia a la célula. Los microtubulos subpeliculares se ubican a lo largo del parasito,
espaciados regularmente, excepto en la zona del bolsillo flagelar, una invaginacion de la
membrana de la cual emerge el flagelo. El flagelo posee una estructura similar a cilios y
flagelos de otros eucariotas: un axonema con un patron de microtubulos 9+2. Su longitud
varia segln el estadio de desarrollo del pardsito y se encuentra asociado a la membrana
através de un complejo de filamentos denominado “varilla paraflagelar”. Posee una Unica
mitocondria ramificada que se distribuye en el citoplasma. Dentro de la mitocondria se

halla una estructura definida denominada kinetoplasto, compuesto por un conjunto de



mini y maxi circulos de ADN mitocondrial muy compacto, que representan un 25% del
ADN total del parasito. La posicidon del kinetoplasto siempre se encuentra asociada a la
del cuerpo basal del flagelo. El nucleo celular mide unos 2,5 umy presenta una estructura
similar al de otros eucariotas. Por otro lado, los tripanosomas presentan otras organelas
particulares como el glicosoma (derivado de peroxisomas, contiene enzimas involucradas

en la via glucolitica), los acidocalcisomas y los reservosomas (de Souza, 2009).

Glicosoma
Citostoma

Axonema

Barra

Paraflagelar

Acidocalcisoma

Bolsillo
Fiagelar

-§_—~ Complejo de
Golgi

Kinetoplasto
Nicleo

Mitocondria Nucieolo

Reservosoma

Microtibulos
Subpeliculares

Figura 1. Morfologia del parasito T. cruzi. Adaptado de: (de Souza, 1999)

Durante los distintos estadios del ciclo de vida, T. cruzi presenta tres morfologias

principales (Fig. 2):

e Amastigotes: forma redondeada (2-4 um), con el kinetoplasto en forma de barra
0 bastdén en la region anterior del nucleo y el flagelo corto (no visible al
microscopio 6ptico) que apenas emerge de la bolsa flagelar. Esta forma replicativa
es intracelular, se halla en el interior de las células de hospedadores mamiferos

infectados, y se puede obtener por infeccién de células en cultivo.



e Epimastigotes: forma fusiforme de 20-40 um de longitud con el kinetoplasto en
forma de barra, en posicidon posterior el cuerpo basal y anterior al nucleo. Es la
forma replicativa en el insecto. Se encuentran en el intestino del vector
invertebrado y en la fase logaritmica de crecimiento de cultivos axénicos.
También se han descripto formas similares en las células del vertebrado, en un
estadio intermedio hacia el final del ciclo intracelular, cuando los amastigotes se

transforman en tripomastigotes.

e Tripomastigotes: poseen un largo de 25 um. Como en los epimastigotes, el flagelo

emerge del lateral del cuerpo del parasito. El nucleo es elongado y se encuentra
en la posicién central de la célula. El kinetoplasto se ubica en forma posterior al
nucleo y anterior al cuerpo basal. Se encuentran en células de tejido y sangre del
hospedador vertebrado y en la region posterior del intestino, en las heces y orina
del hospedador invertebrado. En cultivos axénicos, se pueden observar en la fase
estacionaria de crecimiento y en la fase liquida de cultivos bifasicos. No se dividen,
y son las formas infectantes tanto para vertebrados como para invertebrados (de

Souza, 2002).

—,

Amastigote Epimastigote Tripomastigote

Figura 2. Estadios de vida de T. cruzi. Adaptado de (Toso, Vial, & Galanti, 2011)



1.1.2 Ciclo de vida

Trypanosoma cruzi presenta un ciclo de vida complejo, con varios estadios de desarrollo
gue transcurren entre un hospedador vertebrado y uno invertebrado. Los hospedadores
invertebrados son insectos hematdfagos Hemiptera y Reduvidae como Rhodinus prolixus,
Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, entre otros. Cuando uno de estos insectos
se alimenta succionando sangre de un vertebrado como el ser humano y otros
mamiferos, si el hospedador vertebrado se encontraba infectado con el parasito, la
sangre ingerida por el invertebrado contendra tripomastigotes, que al llegar al estdmago
del insecto se transformaran en epimastigotes y en algunas formas redondeadas. En el
intestino, los epimastigotes se dividiran repetidamente por fisién binaria y se unirdn a las
células intestinales a través de los hemidesmosomas. Una cierta proporcién de estos
epimastigotes, en el recto, se transformaran en tripomastigotes metaciclicos que seran
eliminados con las heces y orina, y tendran la capacidad de infectar al hospedador

vertebrado.

Los tripomastigotes eliminados en las heces y orina del invertebrado podran penetrar en
las células del vertebrado, donde se diferencian a amastigotes. Dentro de la célula, los
amastigotes se dividiran repetidamente por fisién binaria y luego, se transformaran en
tripomastigotes que seran liberados al medio extracelular. Los tripomastigotes migraran
a través el torrente sanguineo y alcanzaran otras células para iniciar otro ciclo de

infeccién (de Souza, 2002).
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Figura 3. Ciclo de vida de T. cruzi. Adaptada de (CDC, 2019)

1.1.3 Diversidad genética de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi presenta una gran diversidad genética y fenotipica intraespecifica. En
la actualidad, T. cruzi se divide en 7 unidades discretas de tipificacién (DTUs, por sus siglas
en inglés) Tcl-TcVl y That, las cuales presentan diferencias sustanciales en sus
caracteristicas epidemioldgicas, bioldgicas y clinicas, como su virulencia y la sensibilidad

a drogas antiparasitarias (Zingales, 2018).

El genoma de T. cruzi presenta grandes diferencias entre cepas, en cuanto a su contenido
de ADN, tanto nuclear como kinetoplastico, y su tamafio total (40% vy 48%,
respectivamente), lo que indicaria una gran plasticidad del genoma potencialmente
implicado en la generacion de diversidad genotipica y fenotipica (Dvorak, 1982) (Lewis,
2009). La evidencia actual desafia al paradigma tradicional del modelo de evolucién clonal
en T. cruzi e indica que existirian otros mecanismos que contribuirian a la estructura
poblacional actual y a la evolucién de los distintos subgrupos de T. cruzi (Zingales, 2018).
Los mecanismos de evolucion identificados son la clonalidad, hibridacion y el intercambio

génico convencional y no convencional. Las relaciones evolutivas entre las DTUs no se
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han elucidado completamente y su determinacion depende del nimero y naturaleza de
genes analizados. La técnica definida como “gold-standard” para determinar las
relaciones evolutivas entre DTUs es la Tipificacion multilocus de secuencias (MLST, por
sus siglas en inglés) (Enright & Spratt, 1999). Se ha llegado a un consenso de que Tcl y Tcll
son lineas puras que han evolucionado por separado de un ancestro comun hace
aproximadamente 1-3 millones de afios, y que las demds DTUs se generaron a partir de

distintos eventos de hibridacion (Sturm, 2003).

Tl ~sccncsccnediWbanccccncncccnccccncnnns Te ccC
I ansevssocscosnncsasa A
i e e e s Tal |
TV e mm e mmaeaae Y oo C0 To/Tov i
TV ccmcccccccccncccaa v
cCC
RY =secerenmessssssscesnne /) &  coconsss To DIG
--------- Tev/Tem
T/TA/TMY cccccccccccccns socssswmasns Tev/Tewl

Figura 4. Distribucidn geografica de DTUs y manifestaciones clinicas mas frecuentes en pacientes con

enfermedad de Chagas. Adaptada de: (Zingales, 2018)

La complejidad de T. cruzi respecto a su morfologia y a su ciclo de vida también se
evidencia en su distribucion geografica (Fig. 4). Puede ser transmitido por mas de 100
especies de insectos triatominos (Hemiptera, Reduviidae y Triatominae) e infectar a mas
de 70 géneros de mamiferos, que incluye a los humanos (ciclo doméstico) y a una gran
variedad de marsupiales, armadillos, primates y roedores (ciclo selvatico) (Zingales,
2018). Las DTUs prevalentes en humanos se distribuyen diferencialmente al analizar la
region comprendida entre Estados Unidos y Argentina. Las cepas pertenecientes al Tcl,
son las mas predominantes, prevalecen en pacientes de América del Norte (México y

Estados Unidos), paises de América Central y norte de Sudamérica (Colombia vy
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Venezuela). En otros paises de Sudamérica se observa una mayor heterogeneidad. En
Peru, Bolivia y norte de Chile la mayoria de los pacientes se encuentran infectados con
parasitos pertenecientes al DTU TcV, mientras que las DTU Tcl y Tcll son las frecuentes
en el resto de Chile. En el centro y este de Brasil, prevalece Tcll, en cambio, en la
Amazonia, los casos agudos detectados son causados por cepas pertenecientes al DTU
Tcly TclV. En Argentina predominan las TcV y TcVI mientras que en Paraguay (incluyendo
las fronteras con Bolivia, Brasil y Argentina) los pacientes se encuentran infectados con

cepas de las DTUs Tcll y TcV (Breniere, 2016).

Las distintas cepas de T. cruzi también difieren en cuanto a las manifestaciones clinicas
halladas en pacientes y a su patogenicidad. Si bien la mayoria de las DTUs (Tcl-TcVI) se
encuentran asociadas a lesiones cardiacas, solo los Tcll, TcV y TclV estan asociadas a
lesiones en el tracto digestivo (Prata, 2001). Por lo general, la DTU Tcl es considerada
menos patogénica y en Argentina, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay presenta bajas
parasitemias y un gran numero de casos asintomaticos en estadios cronicos de la

enfermedad de Chagas, comparada con Tcll, TcV y TcVI (Jiménez, 2019).

1.2 Enfermedad de Chagas

1.2.1 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una afeccion parasitaria
descripta por Carlos Chagas en 1909. Es una patologia endémica en 21 paises de las
Ameéricas, se estima que cerca de 100 millones de personas estan en riesgo de infectarse,
unos 6 millones infectadas, con 30.000 nuevos casos anuales por todas las formas de

transmisién, provocando unas 12.000 muertes anuales (OMS, 2021).

Si bien la afeccion comenzd siendo una enfermedad desatendida de zonas rurales y
pobres, en las Ultimas décadas, con los movimientos poblaciones, pasé a ser un problema
en las urbanizaciones ya que la mayoria de las personas infectadas viven en entornos
urbanos. A su vez, debido a la migracién de las poblaciones humanas, se ha extendido a
otros paises y continentes no endémicos a través de formas de transmisién no

vectoriales. En ausencia de vectores naturales, la enfermedad puede trasmitirse a través
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de transfusiones de sangre infectada, transmisién vertical de madre a hijo, trasplante de
organos, y accidentes de laboratorios (Coura & Vifias, 2010). Por ultimo, se ha descripto
también la infeccion por via oral, a través de la ingestién de alimentos contaminados con
triatominos o sus heces conteniendo tripomastigotes y a través del consumo de animales

de caza infectados (Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012).

1.2.2 Patogénesis y manifestaciones clinicas

La enfermedad de Chagas presenta dos fases: una aguda y una crénica. De no ser tratada,

la afeccién perdura de por vida (OMS, 2021).

1.2.2.1 Fase aguda

La fase aguda de la enfermedad de Chagas se caracteriza por la presencia de pardsitos en
la sangre de los pacientes, lo cual se puede evidenciar al examinar por microscopia directa
un frotis de sangre fresca. Frecuentemente, los pacientes cursan la fase aguda sin
percibirla, un 95% de los casos son asintomaticos (Teixeira, 2006). En los casos
sintomaticos, pueden manifestar: fiebre prolongada, malestar, dolores musculares y de
articulaciones, agrandamiento de higado, bazo y ganglios linfaticos, o edema subcutaneo
(local o generalizado). Estos sintomas pueden aparecer entre 8 a 10 dias después de la
invasion de los parasitos, o 20 a 40 dias después de la transfusion de sangre infectada
con T. cruzi. Cuando la infeccién se da de forma vectorial, en el sitio de la picadura y
entrada del parasito, se produce un chagoma en la piel, caracterizado por inflamacién y
eritema indurado, llamado signo de Romafia cuando el sitio de inoculacion es en la zona

de los parpados (RassiJr, 2012).

La muerte en la fase aguda (ocurre en menos del 5% de los pacientes) es causada por
miocarditis o meningoencefalitis, con complicaciones concomitantes como
bronconeumonia. Los pacientes suelen entrar en remision espontaneamente y pasar a la

fase cronica tras 3 0 4 meses luego del inicio de la infeccidn (Teixeira, 2006).

1.2.2.2 Fase crénica

En esta fase, la infeccion es detectable principalmente por métodos seroldgicos (que
demuestran la respuesta inmunologica del hospedador frente al parasito) y también por

métodos moleculares. La mayoria de los pacientes continuaran sin patologias
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demostradas, es decir, sin manifestaciones clinicas. Sin embargo, un 30% de los
pacientes, luego de 10 a 30 afios de la infeccidn inicial, desarrollaran manifestaciones
clinicas que incluyen formas cardiacas, digestivas o cardiodigestivas (Ministerio de la
Nacién, 2012). Los casos sintomaticos presentan patologias cardiacas en un 94,5% de los
casos, mientras que los restantes (un 4,5%) presentan mega-sindromes, que involucran

al eséfago (megaesodfago) vy al colon (megacolon) (Teixeira, 2006).

1.2.2.3 Miocarditis chagasica

La miocarditis chagdsica es la manifestacion clinica mas frecuente y grave de la fase
cronica de la enfermedad de Chagas. La misma conduce a arritmias ventriculares y
auriculares, dilatacion vy falla cardiaca biventricular, aneurismas apicales,

tromboembolismos y muerte subita (Rassi Jr, 2007) (Punukollu, 2007).

Durante la fase aguda, tras la infeccién inicial de T. cruzi, los parasitos se diseminan a
través del torrente sanguineo y el sistema linfatico, y se establecen en distintos tejidos,
incluyendo el miocardio y en células ganglionares. En algunos de estos tejidos se
encontrardn “nidos de amastigotes” que son agregados intracelulares de formas
reproductivas del pardsito (Rassi Jr, 2012). El sistema inmunoldgico genera una reaccion
inflamatoria local con el fin de controlar la replicacion de los parasitos. Sin embargo, las
células mononucleares involucradas causan dafio tisular local y agrandamiento de los
cardiomiocitos, desarrollando una miocardiopatia caracteristica de la fase aguda, la cual,

por lo general, suele desaparecer sin dejar rastros (Gazzinelli, 2004).

No obstante, las lesiones cardiacas pueden manifestarse luego de décadas tras la
primoinfeccién y sus consecuencias suelen ser mas severas para la salud del hospedador.
Este fendmeno podria deberse a la eliminacién ineficiente del microorganismo por el
sistema inmune, permitiendo que una pequefia poblacién parasitaria persista generando
un estimulo antigénico continuo y una reaccion inflamatoria cronica. Otra hipodtesis,
plantea que el dafio tisular puede ser causado por una respuesta autorreactiva
desencadenada por mimetismo molecular entre el pardsito y las proteinas del
hospedador, aunque ambas hipdtesis, no resultan excluyentes (Kierszenbaum, 2007) (De

Bona, 2018).

13



1.2.3 Respuesta inmunoldgica frente a Trypanosoma cruzi

El sistema inmunoldgico de mamiferos estd compuesto por dos componentes: la
inmunidad innata (Sll) y la adaptativa (SIA). La inmunidad innata es la primera linea de
defensa del hospedador frente a patdgenos y es mediada por fagocitos, incluyendo
macrdéfagos y células dendriticas (CDs), si bien se lo considera inespecifico, es capaz de
reconocer lo propio de lo ajeno. La inmunidad adaptativa se caracteriza por su
especificidad y esta involucrada en la eliminacion de patdgenos en la Ultima etapa de la
infeccion y en la generacion de memoria inmunoldégica. La inmunidad protectora contra
T. cruzi implica el desarrollo tanto de mecanismos de la inmunidad innata como de la

adaptativa (Fig. 5).
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Figura 5. Respuesta inmunoldgica innata y adaptativa frente a T. cruzi. Adaptado de (Junqueira, 2010).

1.2.3.1 Respuesta innata

Las estrategias que emplea T. cruzi para garantizar su supervivencia en el hospedador
durante un largo plazo incluyen la evasion del fagolisosoma, la expresidon de factores de
virulencia, la inmunomodulacién directa y el establecimiento de sitios de latencia. Los

tripomastigotes son capaces de invadir células nucleadas a través de diferentes
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mecanismos dependiendo de si la célula diana es fagocitica o no. Los macrofagos son los
componentes efectores mas importantes del Sll en la lucha contra T. cruzi, sin embargo,
durante infeccién también pueden ser explotadas por el parasito como su nicho principal,

evitando asi la inmunidad mediada por células (Morrot, 2016).

El SIl reconoce a los microorganismos a través de un nimero limitado de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs por sus siglas en inglés) codificados por la linea
germinal. Los PRRs reconocen ciertos componentes microbianos conocidos como
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs por sus siglas en inglés), los cuales
son esenciales para la supervivencia del microorganismo. Los distintos PRRs, al reconocer
PAMPs especificos, desencadenan diferentes patrones de expresion que activan vias
especificas de sefializacién que generaran distintas respuestas contra el patégeno. Una
familia de PRRs bien estudiada es la de los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en
inglés) los cuales pueden ser hallados tanto en la membrana plasmatica como en formas
intracelulares. Los TLRs reconocen una gran variedad de estructuras microbianas como
LPS de bacterias Gram negativas, ADN viral o componentes de paredes celulares fungicas.
Al activarse, desencadenan la produccion de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias
gue conducen al reclutamiento de fagocitos al foco de infeccién que, ademas de
controlar la infeccion en el sitio, determinaran la respuesta adaptativa adecuada (Akira,
2006). Los receptores TLR-2, TLR-4 Y TLR-9 censan componentes celulares de parasitos
protozoarios. La ausencia de TLR-4 y TLR-9 (estudiado mediante ratones deficientes en
estos receptores), genera una susceptibilidad a la infeccion por T. cruzi, lo cual se
evidencia con parasitemias elevadas y una mortalidad temprana. A su vez, la produccion
de IL-12 e INF-y también se ve afectada durante la infeccion (Bafica, 2006) (Oliveira,

2004).

Las células expuestas a T. cruzi produciran IL-12 que promovera la sintesis de IFN-y por
las células “natural killer” (NK). El IFN-y tiene un papel central en el estimulo de los
mecanismos efectores como la sintesis de intermediarios reactivos del nitrogeno (RNI,
por sus siglas en inglés) que incluyen al dxido nitrico (NO), el cual tiene un papel esencial
en el control de la replicacion de los pardsitos durante la fase aguda de la infeccién. A su
vez, una segunda sefial de induccidn para la produccion de NO en macréfagos, serd la

sintesis de TNF-a. La produccidn inicial de estas citoquinas proinflamatorias originara la
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diferenciacion de células T helper en un perfil Thl, para la respuesta adaptativa

subsiguiente (Gazzinelli, 2004).

A su vez, durante la respuesta innata se pueden producir citoquinas antinflamatorias
como IL-10 y TGF-B, las cuales prevendrian el desarrollo de una respuesta inmune
patoldgica asociada a células T CD4+ y una sobreproduccién de IL-12, fundamental para

el restablecimiento de la homeostasis (Hunter, 1997) (Silva, 1991).

1.2.3.2 Respuesta Adaptativa

Tras el contacto con el parasito, las células dendriticas maduran convirtiéndose en células
presentadoras de antigeno (APCs), las mismas migraran desde el sitio de infeccién hacia
los drganos linfoides secundarios, en donde presentaran a las células T CD4+ antigenos
provenientes del patogeno. A su vez, las CDs activadas expresan moléculas
coestimuladoras, IL-12 e IFN-y, esenciales para la activacién de las células T y
contribuirdn, junto a las células NK, en la diferenciacién de células T CD4+ virgenes en
células con perfil Th1 o células con perfil Th2. Las células Th2 produciran IL-4 y I1L-13, las
mismas estan involucradas en la respuesta frente a helmintos. En cambio, las células Th1
producen IFN-y e IL-2, las cuales son capaces de inhibir la replicacién de patdgenos

intracelulares como T. cruzi (Hoft, 2000).

Una respuesta de las células Thl no sesgada es crucial para la supervivencia del
hospedador ya que dirigira y potenciara una serie de mecanismos efectores, incluyendo
la induccidén de la respuesta de anticuerpos adecuada vy la activacion de células fagociticas
para la eliminacion de los parasitos, las que luego colaboraran con otras células T como
las CD8+. Las células T CD8+ pueden detectar y destruir a las células infectadas con T.
cruzi. Se ha demostrado que la ausencia de cualquiera de estos tres mecanismos
efectores: anticuerpos, células T CD4+ o CD8+, generara una infeccion aguda severa y
letal. Los linfocitos T CD8+ controlan la infeccion a través de las vias liticas: FasL/Fas vy la
secrecién de perforinas/granzimas. A su vez, las células T CD8+ producen IFN-y,
contribuyendo con la eliminacién del parasito, al activar a los macrofagos. El papel de los
linfocitos T CD8+ es crucial en el control de la infeccién de T. cruzi. La ausencia de células
T CD8+ en ratones genera una enfermedad crénica mas severa o una muerte temprana.

Mientras que una disminucion en la produccion de IFN-y por las células T CD8+ esta
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asociada a un incremento en la severidad de la enfermedad de Chagas en humanos

(Martin & Tarleton, 2004).

Como se menciono, las células T CD4+ también adoptaran en simultaneo, un perfil Th2.
Las células Th2 producen tanto citoquinas que estimulan la generacion de anticuerpos
como antinflamatorias, tales como: IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (Annunziato &
Romagnani, 2009). La sobreproduccién de citoquinas Th2 estd asociada a una mayor
susceptibilidad a la infeccién por T. cruzi. Las interleuquinas IL-10 e IL-4, en cambio,
tendrian un papel fundamental en la regulacion de la produccién las citoquinas
inflamatorias IFN-y y TNF-a, las cuales inducirian el dafio tisular (Savino, 2007)

(Abrahamsohn, 2000).

Las células B desencadenaran una vigorosa respuesta ante la infeccion de 7. cruzi. La
importancia de anticuerpos anti-T. cruzi en el control de la infeccion fue demostrado en
modelos de infeccidn murinos. Ratones mutantes incapaces de producir anticuerpos, a
pesar de sobrevivir un tiempo mads prolongado que aquellos animales deficientes en
células T, no son capaces de controlar el crecimiento parasitario y sucumben ante la
infeccion durante la fase aguda. Pese a esto, los anticuerpos no eliminan efectivamente
al parasito, otorgando al microorganismo, la oportunidad de persistir en el hospedador
(Kumar & Tarleton, 1998). Muchos de estos anticuerpos, son considerados anticuerpos

“liticos” ya que median la lisis celular por la via del sistema complemento (Krautz, 2000).

1.2.4 Diagndstico

El diagnostico de la enfermedad se basa en pruebas parasitologicas, inmunoldgicas, v
moleculares, cuyo uso y utilidad dependerd de la fase en la que se encuentre la
enfermedad. Se promueve realizar el diagndstico a toda persona que haya vivido en una
zona donde se encuentre el vector o que su madre o abuela hayan vivido en zona con
vinchucas o tenga Chagas. Durante la fase aguda, es posible detectar la presencia de
parasitos en sangre por métodos parasitoldgicos directos como examen de sangre al
fresco, extendido coloreado y gota gruesa, o por métodos de concentracién de sangre en
los que se utiliza un mayor volumen de sangre para aumentar la probabilidad de detectar

al parasito como en la técnica de Strout, micrométodo de capilares o con microtubo.
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Estos métodos, presentan la ventaja de poder ser realizados en laboratorios de baja

complejidad (Ministerio de la Nacion, 2012).

Para el diagndstico de la enfermedad en la fase crdnica, donde la parasitemia es muy baja
o indetectable, se emplean los métodos inmunoldgicos que consisten principalmente en
la deteccidon de anticuerpos circulantes anti-T. cruzi (Inmunoglobulinas G (IgG)). Las
técnicas mas utilizadas son: el Ensayo inmunoenzimatico (ELISA), la Hemaglutinacion
indirecta (HAI) e Inmunofluorescencia indirecta (IFl). Sin embargo, estas técnicas pueden
ser poco especificas, ya que pueden generar reacciones cruzadas con otros parasitos,
principalmente con los pertenecientes a la familia Trypanosomatidae. Debido a esto, la
Organizacién Mundial de la Salud recomienda aplicar al menos dos técnicas con la
finalidad de tener un alto grado de confiabilidad sugiriéndose una tercera prueba en caso

de discrepancia entre ellas (OPS, 2021).

Se ha propuesto la deteccién por métodos moleculares, a través de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), la cual presenta una elevada sensibilidad y especificidad, al
amplificar fragmentos de ADN del parasito. La PCR es de gran utilidad para el diagndstico
en fase aguda como en fase crénica debido a sus caracteristicas. Sin embargo, esta
técnica también presenta ciertas limitaciones como la baja sensibilidad en la fase crénica
debido a la escasez de parasitos circulantes (confinados a tejidos), el método de
extraccion de ADN y el volumen de sangre que se emplea para la extraccion de ADN. A su
vez, el costo y la necesidad de equipos e infraestructura especializada también resultan
desventajas en su implementacion (si bien esta situacién se ha revertido recientemente
por la necesidad de implementar laboratorios de diagndstico molecular durante la
pandemia de Covid-19). Por estas razones, a fin de realizar un diagndstico certero es
recomendable aplicar el uso de una combinacion de técnicas parasitolégicas, seroldgicas
y moleculares de acuerdo a la fase de la enfermedad que se sospecha y las caracteristicas

del paciente (Ferrer, 2015).

1.2.5 Tratamiento

En la actualidad, no se encuentran disponibles vacunas para la enfermedad de Chagas.
Los tratamientos terapéuticos son limitados, incluyen a las drogas nitroheterociclicas:

benznidazol y nifurtimox, ambas de administracién oral. Ambos medicamentos resultan
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efectivos para curar la afeccién (negativizacién de la parasitemia y de la serologia) o
reducir significativamente la carga de pardsitos en 60% a 85% de los casos en fase aguda.
Su administracion en pacientes en fase crdnica, también han resultado ser, en menor
medida, efectivas en la curacién de la enfermedad, demostrada por la seroconversion
negativa, siendo mas alta la tasa de curacién en nifios y adolescentes que en adultos.
Adicionalmente, el tratamiento tripanocida en estadios crénicos podrian demorar el
desarrollo de las afecciones viscerales y reducir, en personas menores de 50 afios con
lesiones cardiacas, la progresiéon a estados clinicos mdas severos. Las manifestaciones
cardiacas, digestivas y neuroldgicas suelen requerir de tratamientos especificos

(Ministerio de la Nacién, 2012).

Si bien estos medicamentos son indicados para evitar o frenar la progresion de la
enfermedad, presentan ciertas desventajas considerables como ser su toxicidad, los
costos, la distribucion limitada en zonas rurales y la aparicion periddica de resistencia
(Altamura, 2020). Las reacciones adversas debidas a la medicacion, aparecen en un 40%
de los pacientes tratados y la frecuencia e intensidad suele ser mayor con el aumento de
la edad. El benznidazol y el nifurtimox no deben administrarse a las embarazadas ni a las
personas con insuficiencia renal o hepatica. El nifurtimox también estd contraindicado en
personas con antecedentes de trastornos neuroldgicos o psiquiatricos (Ministerio de la

Nacién, 2012) (OMS, 2021).

1.3 Proteinas High Mobility Group

Las proteinas High Mobility Group (HMG) son factores arquitectdnicos nucleares que
estan implicados en el remodelado la cromatica en los distintos eventos nucleares. Son
las proteinas no-histonas mas abundantes de la cromatina. Las proteinas HMG se
clasifican en tres familias HMGA, HMGB Y HMGN. Todas las HMGs son proteinas
pequefias de menos de 30 kDa y sufren extensas modificaciones postraduccionales. Los
miembros de cada familia poseen estructuras divergentes, pero funciones generales
similares: se unen a la cromatina de forma dindmica y reversible, dentro de los

nucleosomas (en el caso de las HMGN), a complejos multiproteicos de factores
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transcripcionales y cofactores (HMGA) o a ambos, nucleosomas vy factores
transcripcionales (HMGB) (Bianchl & Agresti, 2005). Las familias se han nombrado en

referencia a sus dominios de unidén a ADN:

e Las proteinas HMGA contienen un “AT-hook”, segmentos de nueve aminodcidos
desestructurados que se unen a tramos de ADN ricos en AT del surco menor.
e Las proteinas HMGB contienen “HMG boxes”, dominios de 80 aminodacidos que

se unen al surco menor del ADN con baja especificidad de secuencia.

® |as proteinas HMGN se unen dentro de los nucleosomas, entre la hélice de ADN

y el octamero de histonas.

1.3.1 Proteinas High Mobility Group B (HMGB)

Las proteinas HMGB de mamiferos se caracterizan por contener dos dominios HMG box
en tandem seguidos de dominio con carga negativa denominado "cola acida C-terminal".
La proteina HMGB1 de mamiferos tiene una sefial de localizacion nuclear (NLS) bipartita
gue dirige la proteina al ndcleo. La mayoria de las proteinas HMGB contienen uno o dos
dominios HMG box, sin embargo, algunas pueden contener hasta 6. Las HMGBs que se
encuentran relacionadas a la cromatina, también llamadas proteinas HMGB “candnicas”,
representan un pequefio y especifico subconjunto que contiene invariablemente dos
dominios HMG box en tandem, los mismos se unen al ADN con una muy limitada

especificidad de secuencia (Sessa & Bianchi, 2007).

Todas las proteinas HMGB son proteinas nucleares que, por su capacidad de alterar la
estructura de la cromatina, estan involucrados en procesos fundamentales para la célula
como el control transcripcional, replicacion, reparacion del ADN y recombinacién
homodloga. Mas alld de sus funciones nucleares, la proteina HMGB1 de mamiferos
(mMHMGB1) puede ser secretada al medio extracelular bajo condiciones de estrés celular

(Bianchl & Agresti, 2005) (Stros, 2010).

El sistema inmunoldgico innato ademas de discriminar entre lo propio y lo extrafio, es
capaz de reconocer a moléculas enddgenas asociadas a células o matriz extracelular

producida como consecuencia de dafio tisular. Estos mediadores derivados del
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hospedador son conocidos como patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs, por
sus siglas en inglés). Los DAMPs son, por lo general, proteinas enddgenas nucleares y
citosdlicas que, en condiciones normales, cumplen roles intracelulares. Ante condiciones
de estrés celular, causado por dafio o injuria tisular, estas moléculas promueven una
respuesta del sistema inmune innato y adaptativo, y abandonan su rol intracelular
(Matzinger, 1994). La proteina mHMGB1 ha sido identificada como un miembro de la
familia de moléculas DAMPs, serd “visible” ante injurias celulares, si la muerte celular fue
programada no sera perceptible para el sistema inmune (Scaffidi, 2002). Al liberarse al
medio extracelular, mediara procesos inflamatorios, migracion celular, proliferaciéon y

diferenciacion (Klune, 2008).

Las modificaciones postraduccionales como la acetilacion, metilacion y fosforilacién,
gobernarian la localizacion de mHMGB1. Tras la activacion, se encontré que los
monocitos y macréfagos hiperacetilan su mHMGB en la region NLS promoviendo su
relocalizacion al citosol (Lu, 2014). A su vez, en monocitos, la relocalizacion citoplasmatica
de mHMGB1 puede ser regulada por la fosforilacion de la region NLS, mecanismo que
dependeria de la actividad de la proteina quinasa C (Oh, 2009). Por otro lado, en
neutrofilos, la translocacion citosélica de mHMGB1 esta asociada a la metilacién de la
Lys42, que provocaria una disminucion en su afinidad por el ADN, permitiendo la

translocacion (Ito, 2007).

La proteina mHMGB1 es capaz de unirse a multiples receptores. Hasta el momento, se
han identificado mas de 15 receptores de mHMGB1 diferentes, a algunos se podra unir
directamente como los receptores RAGE, TLR4/MD, TIM3, entre otros. Mientras que
otros requeriran de la formacién de complejos con otros ligandos (Pasheva & Ugrinova,
2016). Los TLRs son capaces de reconocer DAMPs y activar una respuesta inmunoldgica
innata para la defensa contra infecciones e injurias (Akira & Takeda, 2004). Se ha
demostrado que la proteina mHMGB1 al interactuar con TLR2, TLR4, y TLR9 induce la

secrecion de citoquinas proinflamatorias (Yang & Tracey, 2012).

El estado redox de mHMGB1 también tiene un papel esencial en la regulacién de su
funcion extracelular (Tang, 2011). La proteina mHMGB1 posee tres cisteinas en las
posiciones 23, 45 y 106. Esto permite tres estados de oxidacidon diferentes que otorga

tres funciones mutuamente exclusivas: alarmina, quimioatraccion vy tolerancia
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inmunoldgica (Yang, 2012) (Kazama, 2008). En consecuencia, las modificaciones
postraduccionales orquestarian la actividad de mHMGB1 desde la localizacion celular
hasta la funcidén extracelular y asi, actuar como un interruptor funcional crucial

(Bertheloot & Latz, 2017).

1.3.2 Proteina HMGB de Trypanosoma cruzi (TcHMGB)

La proteina TcHMGB, una proteina de T. cruzi perteneciente a la familia HMGB, fue
caracterizada por primera vez en nuestro grupo de laboratorio. A partir de ensayos in
vitro, observamos que TcHMGB puede unirse a estructuras del ADN distorsionadas y es
capaz de doblar ADN lineal como otros miembros de la familia HMGB (Cribb, 2011). En
estudios in vivo, TcHMGB también mostré ser capaz de actuar como factor
arquitectonico, ya que la sobreexpresion de la proteina indujo cambios en la estructura
nuclear y una disminucion en la relacion heterocromatina:eucromatina. Ademas, su
sobreexpresién afectd ciertas funciones relacionadas con la patogenicidad del pardsito
como la pérdida de eficiencia de infeccidn in vitro por parte de los tripomastigotes de T.
cruzi. En conjunto, los resultados sugieren que la proteina tendria un papel fundamental

en la biologia del parasito (Tavernelli, 2019).

La estructura de TcHMGB incluye dos dominios HMG box similares a los hallados en
proteinas ortélogas de eucariotas pluricelulares, y una regién N-terminal Unica de
tripanosomatidos (Fig. 6) (Cribb, 2011). Se diferencia de las HMGB de metazoarios por no
contener la cola acidica en la region C- terminal, la cual modularia las funciones bioldgicas
de la mHMGB1 al interactuar con los dominios HMG box y la cromatina (Kawase, 2008).
La otra diferencia sustancial respecto a otras HMGBs es la presencia de una regién N-
terminal de 110 aminodcidos, altamente conservada entre tripanosomatidos (similitud
del 70-80%) y que contiene una sefial de localizacién nuclear (NLS) y un dominio de unién

al ADN Illamado dominio “DEK-C terminal” (Cribb, 2011).
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Figura 6. Modelo tridimensional de la proteina TcHMGB predicho por el algoritmo Tasser

(https://zhanggroup.org/I-TASSER/). Se muestra las distintas regiones y puede apreciarse el

plegamiento tipico de los dominios HMG-box con 3 a-hélices formando una “L” o “V”, por donde

interacciona con el ADN. Adaptado de: (Cribb, 2011).

En base a lo observado en mHMGB1 y su papel como mediador de la respuesta
inflamatoria, se estudié si TcCHMGB era capaz también de estimular la respuesta inmune,
lo cual podria influir en la patogénesis de la enfermedad de Chagas. Se hallé que la
proteina es traslocada del nucleo al citoplasma y secretada al medio extracelular. Los
sitios de localizacién nuclear (NLS) de mamifero no se encuentran conservados en
kinetoplastidos. Sin embargo, se ha predicho que la proteina TcHMGB presenta un NLS
putativo hacia el final de la regidon N-terminal. Resultados previos de nuestro laboratorio
sugieren que esta region es funcional y necesaria para su localizacion en el nucleo, ya que
la version trunca de la proteina TcHMGB, que carece de la region N-terminal, se distribuye
en todo el citoplasma de epimastigotes. Ensayos preliminares sugieren que la acetilacion
podria estar involucrada en la translocacion de la proteina. Tratamientos con inhibidores
de desacetilasas (DACis, por sus siglas en inglés), que inducen la hiperacetilacién de las
proteinas, causaron la relocalizacién de TcHMGB al citoplasma y un aumento en la

secrecion al espacio extracelular (Cribb, 2017).

Por otro lado, mediante ensayos in vitro e in vivo, se observd que TcHMGB es capaz de
inducir la expresion de citoquinas tanto proinflamatorias (IL-18, IFN-y y TNF-a) como
antiinflamatorias (IL-10 y TGF-B), tal como su ortéloga de mamiferos mHMGB1. Ensayos
inmuhistoquimicos en tejidos de un modelo de Chagas murino, mostraron una fuerte

sefial de TcHMGB en los tejidos marcados, no solo en el interior de las células infectadas
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sino también en el medio extracelular en un patrén similar a las citoquinas TNF-a, IL-1b e
IFN-y. Esto sugiere que TcHMGB podria ser secretada por amastigotes. En el modelo
experimental ensayado, la TcHMGB se detectd principalmente en cortes de tejido de
estadios agudos de la enfermedad, y no asi en los correspondientes a etapas cronicas, lo
gue sugiere que TcHMGB seria secretada en estadios tempranos de la infeccion de T.

cruzi contribuyendo a la induccién de la respuesta inflamatoria (Cribb, 2017).

Hipdtesis de trabajo: Basandonos en nuestros resultados y en evidencias recogidas de la

bibliografia sobre proteinas relacionadas, proponemos que la proteina HMGB de T. cruzi,
podria tener un rol importante en la infeccion por T. cruzi y en la respuesta inmune del
hospedador, ya sea como antigeno circulante o bien estimulando la expresién de
citoquinas capaces de regular la respuesta. La presencia de TcHMGB y anticuerpos
especificos en sueros y tejidos de personas y animales infectados con T. cruzi, sugieren
ademas que TcHMGB podria ser un buen marcador de infeccién, y por lo tanto ser
considerado para el disefio de un método de diagndstico rapido aplicable a campo, que

luego debera ser corroborado por métodos convencionales.
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2 Objetivos

Objetivo general: Continuar con la caracterizacion de TcHMGB y evaluar su potencialidad
como marcador de la infeccidon y su posible aplicacion para el diagndstico de la

enfermedad de Chagas utilizando un modelo experimental de Chagas murino.
Objetivos especificos:

1. Realizar un analisis bioinformatico de la secuencia aminoacidica de la proteina
TcHMGB en la base de datos TriTrypDB.

2. Caracterizar un modelo de Chagas murino experimental infectando ratones
BALB/c con la cepa Dm28c de T. cruzi

3. Confirmar la especificidad de los anticuerpos anti-TcHMGB y anti-HMGB1(de

mamifero) frente a las proteinas del parasito y del hospedador respectivamente.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Herramientas Bioinformaticas

Para el analisis de la secuencia de TcHMGB se utilizé la base de datos TriTrypDB
(https://tritrypdb.org), una base de datos integrada que proporciona acceso a conjuntos

de datos a escala gendmica para parasitos de clase Kinetoplastea (Aslett, 2010).

Para la prediccion ortoldgica se utilizd OrthoMCL (https://orthomcl.org/orthomcl/), un

algoritmo para agrupar proteinas en grupos de ortélogos en funcion de su similitud de

secuencia.

Los alineamientos multiples fueron llevados a cabo en Jalview 2.22.1.0: es un programa
gratuito para la edicidén, visualizacién y andlisis de alineacion de multiples secuencias
(Waterhouse, 2009), fueron realizados a partir de los algoritmos: Clustal OWS (Sievers,

2011) y MAFFT (Katoh, 2002).

Las bases de datos, Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) y SUPERFAMILY
(http://supfam.cs.bris.ac.uk/SUPERFAMILY/) fueron utilizadas para analizar los dominios

y sitios funcionales estudiados.

Figuras decoradas fueron generadas con la herramienta ESPript.cgi 4.0.10 (Robert &

Gouet, 2014).

Para predicciones de la localizacién celular de la proteina se utilizé MITOPROT
(http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html), y WoLF PSORT (http://wolfpsort.org/). Para
prediccion de anclaje de GPI: Big-Pi predictor (Eisenhaber, 1999).

Para la prediccion de la sefial de localizacion nuclear (NLS) se utilizd el algoritmo

ProteinPredict (https://predictprotein.org/) (Bernhofer, 2021). Las potenciales

modificaciones postraduccionales fueron predichas por los algoritmos: PAIL
(http://bdmpail.biocuckoo.org/; (Li, 2006)), NetPhos
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/, (Blom, 1999) ) Methyl-Pse AAC

(http://www.jci-bioinfo.cn/iMethyl-PseAAC: (Qiu, 2014)), MusiteDeep
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(https://www.musite.net/; (Wang, 2020)) y GPS-SUMO

(http://sumosp.biocuckoo.org/online.php; (Zhao, 2014)).

3.2 Manipulacion de animales y muestras histopatologicas

3.2.1 Animales

Se utilizaron ratones BALB/c machos de 6-8 semanas de edad, criados y mantenidos en el
Centro de Investigacion y Produccién de Reactivos Bioldgicos (CYPREB). Los animales
fueron alojados en racks ventilados con filtros HEPA, con control de humedad (40-70%) y
temperatura (21-23 °C), en cajas plasticas (aprox. 25 x 35 cm) con tapa de rejilla y camas
de viruta de madera estéril. Los animales fueron expuestos a un ciclo luz/oscuridad de 12
horas. Se les suministr6 comida y bebida estéril ad libitum. La manipulacién de los
animales (cambios de caja y tratamientos), se realizd en estaciones de cambio bajo flujo
laminar. La obtencion de las distintas muestras se llevé a cabo bajo anestesia, utilizando
ketamina-xilacina a una dosis de 100 mg/kg y 10 mg/kg respectivamente seguido de
eutanasia por inhalacion de CO;. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con
los protocolos recomendados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL) de FCM-UNR, los que fueron aprobados mediante Resolucion CD
n°®2477/2016.

3.2.2 Esquema de infeccién

Se realizaron dos experimentos de infeccion. Para la primoinfeccion se utilizaron
tripomastigotes de T. cruzi provenientes de un modelo de infeccién in vitro de células
Vero. En el primer experimento, 8 ratones divididos en dos grupos (n=4/grupo) fueron
infectados con dos dosis de inoculacién: 1000 parasitos/raton y 5000 parasitos/ratdn (Fig.
7). En el segundo experimento, 24 animales fueron infectados con la dosis optimizada que
surgio del primer experimento y otros 6 animales fueron apartados como control no
infectado (CNI) (Fig. 8). Dentro del grupo de animales infectados, 6 fueron asignados para
evaluar sobrevida. Los animales fueron inoculados por via intradérmica con las dosis

mencionadas.
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En el primer experimento, todos los animales fueron sacrificados al dia 42 postinfecciéon
(pi) mientras que en el segundo experimento se sacrificaron en los dias 5, 7, 10, 14 y 21
pi (n=3-4), los animales destinados a evaluar sobrevida se mantuvieron hasta el dia 56 pi.
Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncién cardiaca con anticoagulante EDTA,
luego fueron centrifugadas durante 10 minutos a 5000 rpm para extraer el plasma vy
guardadas a -70°C hasta su utilizacién. Los érganos corazones, higados, ganglios linfaticos
y bazos fueron extraidos y cortados transversalmente en tres secciones. En este trabajo,
solo fueron utilizados los tejidos cardiacos y esplénicos, los demds drganos fueron
almacenados a -70°C para ensayos futuros. Los tejidos fueron colocados en Tissue-Tek

(Miles Inc., Elk hart, USA) y RNAlater (InvitrogenTM, EE.UU).

Experimento 1

Tiempo (dias)

1 l 1 >
I I I "

14 19 42

Se sacrificaron los
animales y se
tomaron las muestras

Ratones BALB/c machos
6-8 semanas de edad

Infeccién in vitro de células Vero
con tripomastigotes de la cepa

5000 tripomastigotes/ratén Dm28c de T. cruzi

Figura 7. Esquema de infeccion para determinar la dosis adecuada a inocular. Ratones BALB/c fueron
infectados con T. cruzi o inocularon con solucién salina (CNI) y se evalué la dosis dptima a infectar
sacrificando los animales al dia 42 pi. En los tiempos 5,10, 14, 19 y 42 se evalud parasitemia y estado
general de los animales.
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Experimento 2 Tiempo (dfas)

| l l l l l l .
| I I I | | | v

0 5 7 10 14 21 56
Infeccion ®

Se sacrificaron animales (n= 3-6) y se tomaron muestras en cada dia estipulado post-infeccién

\1000 tripomastigotes/ratén

Ratones BALB/c machos
6-8 semanas de edad

Infeccién in vitro de células Vero
con tripomastigotes de la cepa
Dm28c de T. cruzi

Figuro 8. Esquema de infeccion del segundo experimento. Ratones BALB/c fueron infectados con T. cruzi
o inocularon con solucidn salina (CNI). En los dias 5, 7, 10, 14, 21 y 56 se sacrificando los animales,
obteniéndose plasma donde se evalud parasitemia y extrayendo los tejidos cardiacos, ganglio, bazo e
higado, los mismos fueron guardados segun se detalla en el texto para su posterior procesamiento y
evaluacion.

Los tiempos escogidos para estos experimentos se eligieron en base a lo observado la bibliografia
y datos previos en nuestro laboratorio, ya que se considera que, tras 50 dias de la primoinfeccién,
la infeccién cronifica. También buscamos mantener a los animales el mayor tiempo posible para

evaluar la sobrevida.

3.2.3 Parasitemia, sobrevida y peso del bazo

Las parasitemias se estudiaron por microscopia directa segun el método de Brener (5 pL
de sangre heparinizada analizada entre portaobjeto y cubreobjeto de 22 mm x 22 mm)
(Brener, 1962) a distintos dias pi. Los datos obtenidos se expresaron en numero de
parasitos cada 50 campos microscopicos (Magnificacion 40X). La sobrevida se monitoreo
de forma diaria y el peso de los bazos se obtuvo cuando se sacrificaron a los animales en

los distintos dias pi descriptos.
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3.2.4 Histopatologia

Los tejidos cardiacos obtenidos al sacrificar a los animales en los dias 5, 7, 10, 14, 21y 56
fueron procesados mediante técnicas histoldgicas de rutina (fijacion en formol al 4% y
posterior inclusion en parafina). A continuacion, se realizaron cortes histolégicos seriados
de 5 um, los cuales fueron coloreados con hematoxilina-eosina (éstos procedimientos se
realizaron en el Servicio de Morfologia de la Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas
de la UNR). En los cortes de tejido cardiaco (3 o 4 cortes por animal) se evalud el infiltrado
inflamatorio teniendo en cuenta el tamafio y tipo de foco, en base a lo cual se confecciond
un score a fin de estimar la gravedad de la miocarditis. También se evaluo la presencia de
nidos de amastigotes. El score se calculé en base a los siguientes hallazgos: ausencia de
focos (Ausencia); focos leves: Infiltracion leve con dafio de una o dos fibras miocardicas
(Leve), focos moderados: infiltrados que comprometen 3-5 fibras musculares
(Moderado); focos intensos: infiltrado abundante con destruccién de mas de 5 fibras

musculares (Intenso). (6 campos por corte/animal, Magnificacion 10X).

3.2.5 Anadlisis estadistico

Los graficos y analisis estadisticos fueron realizados con el programa GraphPad Prima
9.0.2. Los resultados se muestran como media + SEM (n=3-5/dia/grupo), utilizando el test
One-way ANOVA Yy el test de multiples comparaciones de Tuckey. Se consideré diferencia
significativa p<0,05. Los pardmetros analizados fueron el peso del bazo y los parasitos

encontrados en sangre en los distintos dias pi.

3.3 Manipulacion de cepas bacterianas

3.3.1 Cepas bacterianas de E. coli

Cepa Genotipo y propiedades relevantes

BL21 (DE3) /pDEST 17 (Glu)- TcHMGB. (F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [lon] (DE3
immP21  int- lac+ lacUV5::lacZ::T7
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RNApolimerasa) (Studier, 1990). Contiene
un plasmido PDEST17 (Glu)- TcHMGB, que
posee incluido el marco abierto de lectura

de TcHMGB.

3.3.2 Medio de cultivo para cultivos bacterianos

Se utilizé el medio Luria Bertani (LB) para crecimiento y mantenimiento de las cepas
bacterianas (Sambrook & Maniatis, 1989). Su composicién es:

Peptona 10 g/I

NaCl 5 g/l

Extracto de levadura 5 g

H,0 c.s.p.

Para la seleccion de bacterias transformantes, se adiciond el antibidtico cuya resistencia
otorgaba el plasmido en estudio. La concentracidn final de trabajo fue:

Ampicilina (Amp) 0,1 mg/ml

3.3.3 Crecimiento bacteriano

Las cepas fueron cultivadas con agitacion (250 rpm) en medio de cultivo liquido en bafios
termostatizados, o en medio sélido en estufas a 37 °C. Para realizar medidas de
crecimiento de cultivos bacterianos se midid la DOesoonm €n espectrofotémetro Ultrospect

2000 UV/vis (Pharmacia, Biotech).

3.4 Plasmidos

Vector Descripcién

pPDEST 17 (Glu)- TcHMGB Vector de destino del Sistema Gateway®
gue permite la expresién del fragmento de
interés fusionado a una cola de seis

histidinas en su extremo amino-terminal.
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La expresién del gen de interés estd bajo
el control del promotor lac. Contiene el

marco abierto de lectura de TcHMGB.

3.5 Manipulacion de cultivos de células Raw

3.5.1 Cultivos celulares de células Raw 264.7.

La linea celular murina de macréfagos Raw 264.7 fue cultivada en medio Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM, Invitrogen, USA) suplementado con suero fetal bovino 10%(v/v)
(FCS, Natocor, Argentina) y antibidticos 1% (v/v) (penicilina 10000 unidades/ml y
estreptomicina 10000 g/ml, Sigma, Argentina) en una atmosfera humidificada con un
contenido de 5% de CO; a 37°C.

Las células fueron distribuidas en placas de 24-well con una densidad de 4,5x10°
células/well y mantenidas por 24 hs en medio DMEM suplementado con una mezcla
antibidticos 1% (v/v). Pasadas las 24 hs de adhesion de las células, al medio se le adiciond
LPS (100 ng/ml), rTcHMGB (10 pug/ml) y tripomastigotes (14,7x10* parasitos/ml) de T. cruzi
Dm28c en los pocillos correspondientes. Solo se adicioné DMEM suplementado a los
controles no estimulados. Tras 24 horas, se recogieron los sobrenadantes y se
almacenaron en frio a -80 °C. La muestra que contenia a los tripomastigotes fue
centrifugada durante 10 min a 7000 rpm para eliminarlos y se almacenaron tanto
sobrenadante como pellet en las mismas condiciones. Las células adheridas fueron
lavadas con tampdn fosfato salino 1X (PBS) estéril y luego se recolectaron con una
solucién de Verseno (Thermo Fisher Scientific, Argentina). Luego, tras centrifugar durante
5 min a 2500 rpm se almacenaron los pellets en frio a -80 °C. De los extractos celulares

se purificaron proteinas totales y ARN total utilizando el kit NucleoSpin® RNA/Protein.
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3.6 Manipulacion de proteinas

3.6.1 Ensayos de induccién de la expresidon de proteinas recombinantes en

cultivos de E. coli BL21 (DE3)

Un cultivo de E. coli BL21 (DE3) saturado (ON) crecido a 37 °C con agitacion vigorosa (200
rpm) que contenia el plasmido de interés pDEST 17 (Glu)- TcHMGB, se diluyd 1/50 en un
volumen final de 250 ml de LB adicionado con el antibidtico que corresponda. Se incubd
a 372 C durante 1 a 2 hs hasta alcanzar un crecimiento exponencial (DO 0.6-1). Para la
induccion se utilizé una concentracion final de IPTG de 0.05a 1 mM y se incubd a 37 °C
durante 4 horas.

Para extraer las proteinas totales de los cultivos, se prosiguié a centrifugar durante 10 min
a 6000 rpm, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el sedimento de células en 4
ml de una solucién tampdn de lisis adecuado. Se incubaron las muestras en hielo por 15
minutos para dejar actuar la lisozima, luego se sonicaron en frio con 25 pulsos de 23% de
amplitud durante 15 segundos. Se centrifugd a velocidad maxima (15000 rpm) durante
20 min a 4 °C, se separd el sobrenadante del sedimento, y este Ultimo se resuspendié en
la misma solucion tampodn de lisis, y se guardaron todas las fracciones a -20 °C para su

posterior analisis por SDS-PAGE.

Solucion tampodn para lisar cultivos BL21 DE3-pDEST17-TcHMGB: KH,PO, 50 mM pH 8§,

NaCl 300mM, Imidazol 10 mM, lisozima 1 mg/ml, coctel de inhibidores de proteasas 0,5%
y de PMSF 1 mM.

3.6.2 Purificacion en condiciones nativas de TcHMGB como fusién a
Histidinas

Se escogid una cromatografia de afinidad en columna con una resina de niquel-agarosa
para purificar la proteina TcHMGB expresada como fusidon a una cola de histidinas. Se
monto el armado de la columna niquel-agarosa (aproximadamente 0,5 ml de lecho / 200
ml de cultivo), se lavd con varios volumenes de agua destilada y se equilibré la columna

incubandose con la solucidon de lisis durante una hora en rotor a 4 °C. A partir de aqui se
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trabajo en frio a 4 °C para evitar la degradacion de proteinas. Se paso el extracto de
proteinas solubles por la columna tres veces o se incubd durante una hora. Luego, se
recolectd todo el lisado que eluye por la columna que corresponde a las proteinas que no
se pegan a la matriz, denominado “flowthrough”. Se lavé la columna con 100 ml de
solucién de lisis y se eluyd la proteina de fusion con 5 ml de solucién de elucién. Los
primeros 0,5 ml corresponden al volumen muerto de la columna que se nombrdé como
Eo. La elucidn se colectd en porciones de 0,7 a 1 ml. En cada etapa descripta se tomaron
alicuotas que fueron analizadas por SDS-PAGE a modo de evaluar y monitorear la

purificacion.

Soluciéon tampdn de lisis: NaHPOs 50 mM pH 8, NaCl 300mM, Imidazol10 mM,

suplementado con DTT 1 mM y PMSF 1 mM.
Solucién tampdn de elucién: NaH2POs 50mM pH 8, NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM,

suplementado con DTT, DNAsa e inhibidores de proteasas (en las concentraciones

indicadas en la seccion 3.6.1)

3.6.3 Concentracién de proteinas purificadas

Se tomaron las fracciones de elucion con mayor cantidad de la proteina de interés, se
introdujeron en filtros para centrifugacién Centriprep YM-10 o Amicon® Ultra 4 ml
Millipore, con tamafio de poro de 10 KDa, y se centrifugaron durante 2 hs a velocidad baja

de 3500ga4 °C.

3.6.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Para analizar los extractos de proteinas de cultivos bacterianos se empled la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
que separa y resuelve las proteinas en funcion de su relacion masa/carga. Se arman dos
geles de poliacrilamida: un gel de concentracién, que permite que las proteinas
comiencen a migrar en un mismo punto de partida, y un gel de resolucién que realiza la
separacion propiamente dicha. Los geles de concentracidn se prepararon con
poliacrilamida al 4%, mientras que los geles de resolucion se armaron con poliacrilamida
al 12%.
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A las muestras se les agregd solucién de siembra en una relacion 4:1 (muestra: solucién),
se las hirvid 5 minutos, se centrifugd y se sembrod el sobrenadante. Los geles fueron
montados en un equipo vertical de electroforesis BioRad Mini Protean Ill, y la corrida se
realizd en una solucién amortiguadora de Tris-Glicina-SDS durante aproximadamente una
hora a 20 mA por gel, fijando voltaje y resistencia. A continuacion, se tifid el gel con azul

de Coomassie y se destifid para ser finalmente escaneado para su digitalizacién.

Geles de poliacrilamida de concentracién: Tris-HCl pH 6,8 167 mM, SDS 0,1%

Geles de poliacrilamida de resolucion: Tris-HCl pH 8,8 375 mM, SDS 0,1%

Solucién de Siembra 5X: Tris-HCl pH 6,8 100 mM, SDS 2%, DTT 200 mM, glicerol 20% y

azul de bromofenol 0,1%

Solucién de Corrida 5X: 15,1 g/| Tris base; 72 g/| glicina; 5 g/I SDS.

Solucién de tincién: Coomasie Brilliant Blue R250 1% (p/v) en 2-propanol: 4cido acético:

agua en relacién 10:25:65

Solucién de destincién: etanol: dcido acético: agua en relacion 10:10:80.

3.7 Deteccion de proteinas utilizando anticuerpos especificos

3.7.1 Western Blot

La proteina recombinante TcHMGB se sembrd en un SDS-PAGE 12% y se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa. Luego, la membrana se bloqued con PBS-leche 5% vy se
recortd en tiras. Las distintas tiras se incubaron durante una hora con anticuerpos
primarios a-TcHMGB purificado en conejo (a-TcHMGB r) utilizando dos diluciones (1/500
y 1/1000), a-TcHMGB purificado en ratén (a-TcHMGB m) (dilucion 1/1000), a-HMGB1
comercial (Abcam, Estados Unidos) utilizando tres diluciones (1/100, 1/500 y 1/1000),
diluidos en PBS-Tween 20 0,1%. En el control negativo solo se adiciond PBS-Tween 20

0,1%

En otro ensayo, se sembraron los sobrenadantes y extractos celulares de células Raw
264.7 en un SDS PAGE 12% vy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Luego, las

membranas se bloquearon con PBS-leche 5%. Las membranas se incubaron con el
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anticuerpo primario a-HMGB1 comercial (Abcam, Estados Unidos) diluido en PBS-Tween

200,1%.

En ambos casos, una vez finalizada la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron
tres lavados de 10 minutos con PBS-Tween 20 0,1%. las membranas se incubaron durante
una hora con los anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo y/o anti-IgG de raton, seguin
corresponda, conjugados a la enzima peroxidasa de rdbano y se realizaron nuevamente
tres lavados de 10 min con PBS-Tween 20 0,1%. A continuacion, se las incubd durante 5
min en oscuridad con una solucién de luminol (Solucion A) y una solucién de perdxido
(Solucién B), ambas perteneciente al Kit Amersham™ ECL Select™ (Cytiva, USA) y se reveld
por quimioluminiscencia en el visualizador de imagenes Amersham Imager 600 (Cytiva,

USA).
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4 Resultados y Discusion

4.1 Andlisis Bioinformatico

Dadas las circunstancias epidemioldgicas vividas durante el afio 2020, nos vimos
obligados a replantearnos nuestras formas de trabajo para poder avanzar a pesar de las
restricciones de presencialidad. Este trabajo de tesina, planteado previo al comienzo de
la pandemia, fue restructurado afiadiendo una seccién in silico del andlisis de la proteina

estudiada por nuestro grupo de laboratorio.

4.1.1 TriTrypDB

La base de datos TriTrypDB (http://tritrypdb.org) es una base de datos integrada que

proporciona acceso a un conjunto de datos a escala gendmica de organismos
pertenecientes a la clase de Kinetoplastidae. TriTrypDB es un proyecto colaborativo que
utiliza la infraestructura computacional GUS/WDK desarrollada por el Centro de Recursos
Bioinformaticos de Patégenos Eucariotas (EuPathDB.org, por sus siglas en inglés) para
integrar la anotacion y analisis de genomas de GeneDB vy otros sitios con una amplia
variedad de conjuntos de datos gendmicos funcionales puestos a disposicién por
miembros de la comunidad de investigacion global, a menudo antes de la publicacién
(Aslett, 2010). La base de datos contiene los genomas de 74 organismos, algunos de vida
libre como Bobo saltans y otros parasitos como Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei
o Crithidia fasciculata. Las descripciones de los genes incluyen informacion existente
sobre su localizacion gendmica, literatura en la que se encuentra descripto, taxonomia,
ortologia, sintenia, datos de transcriptdmica, analisis de secuencia, andlisis de estructura,
caracteristicas proteicas, conocidas y obtenidas a partir de predictores adosados, entre

otras.

Se encuentran disponibles los genomas actualizados de 28 cepas de T. cruzi
pertenecientes a las DTUs Tcl, Il, Ill, V, VI y Tcbat (Tabla 1). Las diferencias en los tamafios
de los genomas alcanzan los 66,32 Mpb, esto se da entre las cepas CL (TcVI) y S44a (Tcll)

evidenciando la amplia plasticidad gendmica que presentan estos organismos.
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CepadeT. DTU Tamafio Afo de Tecnologia de
cruzi (Mpb)  lanzamiento secuenciacion
del genoma
(Bradwell, y
CL TeVi 65 2018 Roche 454 GS FLX+
otros, 2018)
Roche 454 FLX (Hamilton, y
Tula cl2 TeVi 83,51 2014
Titanium otros, 2011)
(Callejas-
Hernandez,
Gironeés, &
Fresno, Genome
Bug2148 TeV 55,16 2018 PacBio
Sequence of
Trypanosoma
cruzi Strain
Bug2148, 2018)
NGS Illumina HiSeq (Baptista, y otros,
231 Telll 35,36 2018
2000 2018)
(Wang, y otros,
Brazil A4 Tcl 45,56 2019 PacBio
2021)
(Bradwell, y
G Tcl 25,17 2018 Roche 454 GS FLX+
otros, 2018)
(Callejas-
Hernandez,
Y Tcll 39,04 2018 lllumina MiSeq Rastrojo, Poveda,
Girones, &
Fresno, 2018)
(Wang, y otros,
Y C6 Tcll 47,22 2019 PacBio
2021)
(Reis-Cunha, y
S15 Tcll 27,51 2018 lllumina Hiseq2000

otros, 2018)
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S154a

S162a

S23b

S44a

S92a

Ycl2

Ycl4d

Ycl6

CL-Brener

CL-Brener
Esmeraldo-

like

Sylvio X10/1

Marinkellei
B7

JRcl. 4

CL-Brener

Non-

Tcll

Tcll

Tcll

Tcll

Tcll

Tcll

Tcll

Tcll

TeVI

TeVi

Tcl

Tcbat

Tcl

TeVi

19,27

27,30

28,13

17,19

27,08

25,91

26,14

25,78

36,03

32,53

41,38

38,65

41,48

32,53

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2005

2005

2017

2013

2012

2005

[llumina Hiseq2000

[llumina Hiseq2000

[llumina Hiseq2000

[llumina Hiseq2000

[llumina Hiseq2000

[llumina Hiseq2000

[llumina Hiseq2000

[llumina Hiseq2000

Whole-genome

shotgun (WGS)

Whole-genome

shotgun (WGS)

PacBio/ Illumina

454/ lllumina
HiSeq

Roche 454 FLX
Titanium
Whole-genome

shotgun (WGS)

(Reis-Cunha, y
otros, 2018)
(Reis-Cunha, y
otros, 2018)
(Reis-Cunha, y
otros, 2018)
(Reis-Cunha, y
otros, 2018)
(Reis-Cunha, y
otros, 2018)
(Reis-Cunha, y
otros, 2018)
(Reis-Cunha, y
otros, 2018)
(Reis-Cunha, y
otros, 2018)
(EI-Sayed, y
otros, 2005)

(EI-Sayed, y
otros, 2005)

Version original:
(Franzén, y otros,
2011)

(Franzén, y otros,

2012)

(EI-Sayed, y
otros, 2005)
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Esmeraldo-

like
(Berna, y otros,
TCC TeVi 87,06 2018 PacBio
2018)
Roche 454 FLX
Esmeraldo Tcll 38,08 2012 -
Titanium
(Berna, y otros,
Dm28c Tcl 53,27 2018 PacBio
2018)
(Reis-Cunha, y
S11 Tcll 28,48 2018 [llumina Hiseq2000

otros, 2018)

Tabla I. Cepas de T. cruzi cuyos genomas se encuentran disponibles en TriTrypDB.

4.1.2 TcHMGB

La cepa no hibrida Dm28c presenta una copia del gen de la proteina TcHMGB (Gene ID:
C4B63_10g406), con una secuencia de 813 pb que codifica para una proteina de 270
aminodcidos. También se encuentra descripto en otras cepas de T. cruzi como Brazil A4,
CL, CL-Brener (Non-Esmeraldo like y Esmeraldo like), G, marinkellei B7, TCC, Y C6 y
SylvioX10/1.

4.1.3 Localizacion gendmica de TcHMGB

La secuenciacién del genoma de T. cruzi Dm28c ha llevado al ensamblaje de contigos
(Berna, 2018). El gen que codifica para la proteina TcHMGB se describid en el céntigo 10
(longitud= 619240 pb) entre los 283466 — 284278 pb y se encuentra colindando a genes
que codifican a la riboproteina pequefia nuclear U2 B (Gene ID: C4B63_10g1625c) y una
proteina putativa conservada (Gene ID: C4B63_10g407), corriente arriba y corriente

abajo, respectivamente.

Al estudiar la sintenia de la regién gendmica en la que se encuentra el gen estudiado,
observamos que es conservada entre las distintas cepas de T. cruzi Brazil A4, CL-Brener

(Non-Esmeraldo like y Esmeraldo like), TCC, Y C6 y SylvioX10/1.

En los demas tripanosomatidos, como T. brucei (gambiense y TREU927), L. major y L.

donovani, la sintenia se pierde (Fig. 9).
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Contigo 10 (PRFA01000010) 283466 284278
c4p63_10g40742 1 N C4060_t10g40642 1 <

C4B63_10g407 C4B63_10g406
conserved hypothetical protein High mobility group protein TDP1
Leishmania major Friedlin | - — 1 e
Trypanosoma brucei TREU927 : — 1 +——_
Trypanosoma brucei gambiense _ T (I '
Trypanosoma cruzi BrazilA4 - - +I—

Trypanosoma cruzi CL Brener

Trypanosoma cruzi Dm28C |—

Trypanosoma cruzi TCC ‘ + I—

Trypanosoma cruzi YC6 -  —— +—

Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like h + I —— +E—
_ -

Trypanosoma cruzi SylvioX10 |

|Leishmania donovani | (E—

Figura 9. Sintenia de la proteina TcCHMGB en la cepa Dm28c (Gene ID: C4B63_10g406) respecto de la
proteina HGMB en otros Tritryps. Adaptado de: (TritrypDB, 2021)

4.1.4 TcHMGB se expresa diferencialmente durante el ciclo de vida del
parasito

En la base de datos, se encuentra una recopilacion de datos obtenidos a partir de cuatro

experimentos de transcriptomica llevados a cabo con T. cruzi.

El primero de estos trabajos, realizado por Minning y colaboradores, tuvo como objetivo
determinar los limites en la regulacion de la abundancia relativa de ARNm en los distintos
estadios del ciclo de vida de T. cruzi. Estos analisis se efectuaron a partir de microarrays
del genoma completo de la cepa Brazil (Tcl) de T. cruzi (Minning, 2009). Los datos
proporcionados sobre los niveles de expresion del gen codificante de la proteina TcHMGB
describen un mayor nivel en el estadio epimastigote del parasito, el siguiente en el
estadio de tripomastigote metaciclicos y un menor nivel de expresion se evidencia en los

tripomastigotes, respecto a lo obtenido en amastigotes (Fig. 10).
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Figura 10. Niveles de expresion de TcHMGB en los cuatro estadios de vida del parasito T. cruzi:
amastigotes, tripomastigotes, epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos obtenidos a partir de
microarrays. Los valores de expresion en los distintos estadios se encuentran normalizados respecto a los
valores obtenidos en amastigotes. Datos disponibles para el gen codificante de TcHMGB (GenelD:
Tc00.1047053507951.114) descripto en la cepa CL-Brener Esmeraldo-like. Adaptado de: (TritrypDB,
2021).

El siguiente trabajo, llevado a cabo por Belew y colaboradores, tuvo como finalidad
identificar los factores de virulencia expresados diferencialmente en la poblacion de
parasitos para entender las interacciones que ocurren entre el patégeno y el hospedador
durante la infeccion que pueden llevar o no, a una patogénesis. Para analizar esta
expresion diferencial, se compararon los perfiles de expresion llevados a cabo a partir de
RNA-seq de dos cepas hibridas (TcVI) de T. cruzi que presentan un fenotipo virulento, CL-
Brener y uno no virulento, CL-14, en modelos animales de infeccion. En cuanto a la
expresion de la proteina TcHMGB, se observa que tanto en amastigotes como en
tripomastigotes los niveles de transcriptos leidos son mas altos en CL-14 que en CL-
Brener. A su vez, los niveles en tripomastigotes son menores que en amastigotes y en
estos Ultimos, a las 60 horas pi se hallaron un mayor nimero de transcriptos que a las 96

horas pi (Fig. 11.A) (Belew, 2017).

Por otro lado, Smircich y colaboradores, a partir de estudios de RNA-seq y “ribosome
profiling” (Ribo-seq), buscaron evaluar la regulacion entre el transcriptoma y el
traductoma de la T. cruzi (cepa Dm28c) en estadios de vida no infectivos (epimastigotes)
e infectivos (tripomastigotes metaciclicos) que cursa el parasito dentro del vector

invertebrado. Al analizar los niveles de ARNm de TcHMGB, éstos resultaron ser mayores
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en epimastigotes que en tripomastigotes, sin embargo, se observa que una menor
cantidad de ARNm de TcHMGB se encontraba unido a ribosomas, lo que indicaria que

habria algun tipo de regulacién postranscripcional (Fig. 11.B) (Smircich, 2015).

Por ultimo, mapas transcriptomicos de los estadios de vida infectivos en mamiferos de la
cepa Y (Tcll) T. cruzi fueron realizados por Li y colaboradores. Estos se llevaron a cabo por
RNA-seq, en simultdneo con el transcriptoma del hospedador humano a distintos
tiempos de infeccion para comprender mas acerca de la interaccidn del parasito con el
hospedador. La proteina TcHMGB presenta el nivel mas bajo de transcriptos en el estadio
tripomastigote, mientras que se detectan mayores niveles en los estadios proliferativos,

especialmente en epimastigotes y amastigotes (entre las 24 y 72 horas pi) (Fig. 11.C) (Li,

2016).
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Figura 11. Resumen de los datos de transcriptomica de la proteina TcHMGB (GenelD:
Tc00.1047053507951.114) disponibles en la base de datos, descripto en la cepa CL-Brener Esmeraldo-like.

Cada punto negro representa un valor de expresion en la muestra obtenidos a partir de RNA-seq. En los

43



boxplot, las cajas representan la mediana y los cuartilos superior e inferior, y los bigotes muestran los
valores maximos y minimos. TPM= transcriptos por millon de kilobases. T= tripomastigotes. A=

amastigotes. E= epimastigotes. Adaptado de: (TritrypDB, 2021)

Los analisis protedmicos incluidos en la base de datos describen a la proteina en los
distinto estadios de vida del parasito. La determinacion del proteoma completo de los
cuatro estadios de T. cruzi fue llevado a cabo por Atwood y colaboradores, mediante
extractos preoteicos de tripomastigotes, epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes
metaciclicos de la cepa CL-Brener, separados y analizados por cromatografia liquida
multidimensional seguida de cromatografia liquida en fase reversa acoplada a
espectrometria de masa en tandem (LC-MS/MS) (Atwood, 2005). La proteina TcHMGB

fue detectada en los estadios amastigote, epimastigote y tripomastigote metaciclico.

A su vez, TcCHMGB se encuentra caracterizada cuantitativamente por espectrometria de
masa a partir del trabajo de de Godoy y colaboradores, en el cual se buscé determinar el
proteoma durante la metaciclogénesis en un modelo de infeccion in vitro y asi, obtener
una mejor comprension de los cambios en el programa génico durante el proceso de

diferenciacion (de Godoy, 2012).

En epimastigotes sometidos a estrés nutricional durante dos horas respecto de los
epimastigotes no hambreados se observa un aumento de unas dos veces en las
cantidades de TcHMGB . No se evidenciaron cambios significativos de la proteina entre
los estadios tempranos de la metaciclogénesis y las células adheridas durante 12 horas,
sin embargo, hubo una disminucién progresiva de la proteina de unas dos veces entre las
células adheridas y los epimastigotes sometidos a estrés nutricional. En tripomastigotes
metaciclicos, TcCHMGB se hallé en menores cantidades que en las etapas iniciales de la
diferenciacion (Fig. 12). Podriamos decir que TcHMGB responde a las sefiales de estrés
con un incremento de su sintesis y se expresaria en mayores cantidades durante etapas
tempranas de la metaciclogénesis, disminuyendo hacia el final del proceso de

diferenciacion.

Estos trabajos concuerdan con los resultados obtenidos por Cribb y colaboradores, que
reportan una mayor cantidad de la proteina TcHMGB en estadios proliferativos,
epimastigotes y amastigotes, mientras que en tripomastigotes, la proteina es menos
abundante (Fig. 13) (Cribb, 2011).

44



E 1.0+
=
e
o 05+
=
@
&
=
= 0.0+
=
=
o
=
w -0.54
=
o
o
o -1.0=
s ) Z s 2. . A
% % % %, % % N2
% ® <. % ® S %>
) @ R o 7 %, o %
2, 7 = A 3 ez Qe S
7 < < iz 2 % %G
< 0, % ) ° % A 60
9, % 2 4 % CRIR I
> 629 d}; \p@ /)@ d‘d; R
%, % @, % C 2 %
(o) ) A ) S % .
% ® ¥ S, %
S ¢ % %
S

Figura 12. Variaciénes de TcHMGB durante la metaciclogénesis. Los extractos proteicos analizados fueron
obtenidos de estadios tempranos, intermedios y tardios de la metaciclogénesis: epimastigotes,
epimastigotes sometidos a 30 minutos de estrés nutricional (30 min STN), epimastigotes sometidos a dos
horas de estrés nutricional (2 hs STN), células a las que se permitié adherirse durante 12 hs (12 hs Ad) y
tripomastigotes metaciclicos. Los valores fueron obtenidos por espectrometria de masa. Adaptado de:

(TritrypDB, 2021)
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Figura 13. Deteccion de la proteina TcHMGB en extractos proteicos de los estadios epimastigote,
tripomastigote y amastigote de T. cruzi a partir de un ensayo de Western Blot utilizando anticuerpos anti-

TcHMGB. Adaptado de: (Cribb, 2011).

4.1.5 La proteina TcHMGB presenta dos dominios “HMG box” y un dominio
“DEK-C terminal”

Como se describid en la seccién 1.3.2, la proteina TcHMGB posee dos dominios HMG box
en tandem y una secuencia de unos 110 aminoacidos en la regién N-terminal. Esta Ultima
region es conservada entre los tripanosomatidos y parece ser Unica de los
kinetoplastidos. Segun las bases de datos Pfam (http://pfam.xfam.org/) e InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) la regién N-terminal contiene un dominio DEK-C
terminal. En esta regién N-terminal, también se encontraria la sefial de localizacion
nuclear (NLS) entre los aminodcidos 87-111, deducida utilizando el algoritmo

ProteinPredict (https://predictprotein.org/) (Bernhofer, 2021).

Se realizd un alineamiento multiple de secuencias entre TcCHMGB y proteinas de la familia
HMGB utilizando ClustalOWS (Sievers & Higgins, 2018). Se pueden diferenciar cuatro
regiones: la regién N-terminal, los dos dominios HMG box vy la regién C-terminal (Fig.
14.A). La regién N-terminal, solo se encuentra conservada entre los tripanosomatidos
(52,72% entre T. brucei y T. cruzi, y 33,63% entre Leishmania y T. cruzi). En esta region,
se localiza el dominio DEK-C terminal. En los organismos que presentan un Unico dominio
HMG box, éste se alined con el segundo HMG box de aquellas proteinas que contienen
dos dominios en tandem, lo que sugiere que el dominio “HMG box b” es el mas
conservado en la familia. La region C-terminal de las proteinas HMGB de mamiferos suele
contener una cola acidica rica en aspartato y glutamato, que también se observa en otros
vertebrados como el pez teledstero Danio rerio. Sin embargo, esta regién no esta
presente en organismos que solo poseen un HMG box como Saccharomyces cerevisiae o
Plamodium falciparum, ni en las secuencias de tripanosomatidos (la proteina de

Leishmania tiene una region C-terminal mas corta que la de mamiferos y rica en serina).

46


https://predictprotein.org/

A

TcHMGB/1-270

TcHMGB/1-270
TbHMGB/1-271
LAHMGB/1-302
HsHMGB1/1-215
HsHMGB3/1-200
MmHMGB1/1-215
DrHMGB1/1-205
P£HMGB1/1-97
ScNHP6A/1-93
ScNHP6B/1-99
AtHMGB1/1-178

XOQ OINH T S3XOQ HINH T

TcHMGB/1-270

TcHMGB/1-270
TbHMGB/1-271
LdHMGB/1-302
HsHMGB1/1-215
HsHMGB3/1-200
MmHMGB1/1-215
DrHMGB1/1-205
PE£HMGB1/1-97
ScNHP6A/1-93
ScNHP6B/1-99
AtHMGBL1/1-178

XO0Q OINH T $9X0q OIAH T

TcHMGB/1-270

TcHMGB/1-270
TbHMGB/1-271
LJHMGB/1-302
HsHMGB1/1-215
HsHMGB3/1-200
MmHMGB1/1-215
DrHMGE1/1-205
PfHMGB1/1-97
ScNHP6A/1-93
ScNHP6B/1-99
AtHMGB1/1-178

XO0Q OINH T S9X0Q OIAH ¢

TcHMGB/1-270

TcHMGB/1-270
TbHMGB/1-271
LAHMGB/1-302
HsHMGB1/1-215
HsHMGB3/1-200
MmHMGB1/1-215
DrHMGBE1/1-205
PfHMGB1/1-97
ScNHP6A/1-93
ScNHP6B/1-99
AtHMGB1/1-178

XOQ OINH T $9X0q SIAH T

Regidén N-terminal

ol ol al 2]

Q000000000000 00000000000000000000

1 19 20 39 ae so &0 70 a0 29
MSTELKSGPLPADVEEVIANIMREVGMSFLTSKILRLRLEARYRMEFTSHKAAIEGIITKLMQLPEFKKQLENAVKEEK
MATELKKGPLPTDIEETVITIMREEGVRYITAKILRMRLESKYQMEFGPHKAAIDDIVARAMQRPEFKKQLELALKEKD

Dominio HMG box A

o b
Tr T...T TT TT 02000000000000000 Q..
100 110 120 130 140 150
SAAAD...ERNAKVSKKEKKPDDYPKAALSPYILFGNDHRDKVKEQNPGMKN., . TEILQSLGKMWAE
AGAEAPSKTKKEMTEKPKKPADYPKPAVSSYLLFVADQREDLKAKNPGMQN. . TAILQTLGKMWSD|
KKSKKDKESARGKKEKKPDDYPKGALSPYIIFVNENREKLKAKHPDMKN. . TDLLSEMGNLWKK

«++ MGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNF SEF

+MKNTGKEVRK
IVTPREPKKR

Dse
SKKKK
KSKGKFDGAKGPAKVARKK. . ..VE
RAKGKPDAAKKGVVKAEKSKKKKEE.

RSKGKVGGGAAKAPS....KPDKAN.......

AYNKNLEEGSDESEKSRSEINDEDEASGEEELLEKEAAGDDEEEEEEEDDDDDDDEEED. ..

L

Figura 14. A. Figura realizada con la herramienta ESPript.cgi 4.0.10, en la que se muestra un alineamiento

multiple de las secuencias de las proteinas de la familia HMGB utilizando la herramienta Clustal OWS y las

estructuras secundarias predichas a partir de la estructura tridimensional de la proteina TcHMGB por el

proyecto AlphaFold (Robert & Gouet, 2014). Proteinas que contienen dos dominios HMG box: TOHMGB (

HMGB de Trypanosoma brucei), LdHMGB (HMGB de Leishmania donovani), TcHMGB (HMGB de

Trypanosoma cruzi), HSHMGB1 y HsHMGB3 (HMGB1 y HMGB2 de Homo sapiens), DrHMGB1 (HMGB1 de

Danio rerio) y MmMHMGB1 (HMGB1 Mus musculus) o un tnico dominio HMG box: ScNHP6A y ScNHP6B

(NHP6A y NHP6B Saccharomyces cerevisiae), PfHMGB1 (HMGB1 de Plasmodium falciparum) y AtHMGB1
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(HMGB1 de Arabidopsis thaliana), todas pertenecientes al grupo de ortologia 0G6_100324. B. Estructura
tridimensional de la proteina TcCHMGB modelada por métodos computacionales por el proyecto AlphaFold

(ID: AF-Q4D714-F1) (Jumper, 2021). Adaptado de: (EMBL-EBI, 2021)

Al comparar la arquitectura de dominios de TcHMGB vy las proteinas de la familia HMGB
estudiadas observamos que se encuentran dos tipos de dominios HMG box nomenclados
segun PFAM como “HMG_box” (ID: PFO0505) y “HMG_box_2” (ID: PF09011) (Tabla II).
Las proteinas MmHMGB1, DrHMGB1, HsHMGB1 y HsHMGB2 contienen estos dos
dominios en tandem. En cambio, ambos dominios HMG box de los tripanosomatidos
corresponden a un unico tipo (ID: PFO0505), al igual que las proteinas HMGB que
contienen un unico dominio HMG box en su estructura como las de P. falciparum, S.
cerevisiae y A. thaliana. Otras proteinas ortdlogas a TcHMGB presentan una amplia
variedad de dominios adicionales a los dominios HMG box en su estructura como
dominios involucrados en el simporte de sodio:sustrato (dominio SSF), en el control
transcripcional dependiente de cromatina (dominio SAND), en interacciones especificas
proteina-proteina (dominio WWE) y en la dindmica de microtubulos, migracion celular y
segregacion de cromosomas (dominio LisH), entre otros (OrthoMCL, 2021). (EMBL-EBI,
2021)

Los dominios HMG box han sido encontrados en una gran variedad de proteinas de union
al ADN y en complejos involucrados en la remodelacidn de la cromatina. Estos dominios
son capaces de unirse al ADN a través de mecanismos independientes de secuencia como
los de la familia HMGB, o por especificidad de secuencia como ciertos factores de
transcripcion. Sin embargo, todos los dominios HMG box se unen a estructuras de ADN
con alta afinidad y tienen la capacidad de curvarlo (Stros, 2007). En base a estos datos, la
proteina TcHMGB seria una HMGB candnica al contener dos dominios HMG box en
tandem como las HMGB de mamiferos y el dominio DEK-C terminal no afectaria su
capacidad de curvar el DNA, caracteristica fundamental de la familia de proteinas HMGB

(Cribb, 2011).
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Proteina Organismo

ScNHP6A Saccharomyc

es cerevisige

5288C

Tamaho

93 aa

ScNHP6B Saccharomyc

es cerevisiae

5288C

99 aa

PfHMGB1 Plasmodium

falciparum

3D7

97 aa

AtHMGB1 Arabidopsis

thaliana

178 aa

DrHMGB1 Danio rerio

205 aa

MmHMGB1  Mus

musculus

C57BL6J

215 aa

HsHMGB1 Homo

sapiens

215 aa

HsHMGB3 Homo

sapiens

200 aa

TbHMGB Trypanosoma

brucei
gambiense

DAL972

271 aa

LdHMGB Leishmania
donovani

BPK282A1

302 aa

TcHMGB Trypanosoma

cruzi Dm28c

2018

270 aa

49




Codigo Dominio Descripcidn Simbolo
PFAM
PFO0O505 HMG_box HMG-box domain

PF09011 HMG_box_  HMG-box domain

2

PFO8768 DEK-C DEK C terminal domain

Tabla Il. Representacion de la arquitectura de dominios de TcCHMGB y proteinas pertenecientes a la familia
HMGB de T. brucei, L. donovani, H. sapiens, D. rerio, M. musculus, S. cerevisiae, P. falciparum, A. thaliana.

Adaptado de: (OrthoMCL, 2021)

4.1.6 TcHMGB: las modificaciones postraduccionales podrian afectar su

localizacidn y funcién

TritrypDB también incluye distintos algoritmos bioinformaticos que permiten predecir la
localizacion celular de la proteina. La informacion brindada indica que TcHMGB no posee
dominios transmembrana o péptidos sefial. Uno de estos algoritmos, “Big-Pi Predictor”,
arrojé6 que TcHMGB no poseeria sitios C-terminales de anclaje GPl potenciales
(Eisenhaber, 1999). Segun MitoProt y WolfPsort, la proteina tiene bajas de probabilidades
de ser encontrada en la mitocondria mientras que posee altas probabilidades de ser
hallada en el nucleo de la célula y en menor proporcién en el citoplasma (Claros &

Vincens, 1996) (Horton, 2007).

Como se menciond anteriormente en la seccién 1.3.1, las proteinas de la familia HMGB
se caracterizan por ser objeto de diferentes modificaciones postraduccionales (MPTs)
qgue pueden afectar sus actividades y su localizacion (Bertheloot & Latz, 2016). Por esta
razon, nos interesd analizar las posibles MPTs que sufre la proteina TcHMGB y como

influyen en su localizacién.
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Dentro de los datos obtenidos a partir de experimentos protedmicos incluidos en la base
de datos (Tabla Ill), tres MPTs fueron reportadas en T. cruzi: sumoilacion, fosforilacion y
acetilacion. Dos de éstas, la fosforilacion y la acetilacién junto a la metilacidn, a su vez
afectaban a mHMGB1 alterando su localizacion. Teniendo en cuenta esto, decidimos
predecir si estas MPTs también afectarian a TcHMGB utilizando distintos predictores

bioinformaticos como: PAIL, NetPhos, Methyl-Pse AAC, MusiteDeep y GPS-SUMO (Tabla
).
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Figura 15. Sitios de modificacién postraduccional predichos por algoritmos bioinformaticos detallados en
la Tabla Il, en la proteina TcCHMGB. Se sefiala una sefial de localizacion nuclear (NLS) hipotética deducida

por ProteinPredict (https://predictprotein.org/) (Bernhofer, 2021).

La proteina TcHMGB también poseeria sitios de acetilacion, metilacion, fosforilacion y
sumoilacién (Fig. 15). Dentro del NLS, la proteina mHMGB1 contiene cinco lisinas que al
ser hiperacetiladas, provocarian su relocalizacion al medio extracelular. En T. cruzi, la
proteina TcHMGB contiene 9 lisinas que podrian ser acetiladas en el NLS predicho.
Evidencias experimentales obtenidas previamente en nuestro laboratorio sugieren que
la regidn N- terminal seria funcional y necesaria para su localizacion, al igual que la
acetilacion. No obstante, no seria la Unica MPT involucrada en su localizacién ya que
TcHMGB es detectada en los sobrenadantes de células infectadas o epimastigotes y
tripomastigotes no tratados con DACis (Cribb, 2017). En neutrdfilos, la translocacion
citosélica de mMHMGB1 dependeria de la metilacién de la Lys42, sin embargo, este residuo
no se conserva en TcHMGB, en esta posicién se encuentra una arginina. A su vez,

TcHMGB contiene dentro del NLS predicho tres sitios de fosforilacién que podrian
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provocar la relocalizacion celular de la proteina, como ocurre en monocitos con

mHMGB1.

Por otro lado, el estado rédox de la proteina mHMGB1 es un factor importante en la
modulacién de sus funciones extracelulares. Esto depende del estado de oxidacion de
tres cisteinas en las posiciones 23,45y 106 (Yang, 2012). Estas cisteinas no se encuentran
conservadas en la proteina homologa de T. cruzi por lo que su papel inflamatorio estaria

regulado por otro tipo de MPTs, como las mencionadas anteriormente.

Modificaciones

postraduccionales

Acetilacion Prediccion PAIL (http://bdmpail.biocuckoo.org/).
bioinformatica Algoritmo predictor de lisinas (K) acetiladas
basado en una base de datos de 249 sitios de

acetilacion de 92 proteinas (Li, 2006).

Evidencia Protedmica comparativa de epimastigotes de
experimental T. cruzi para el andlisis de proteinas acetiladas
utilizando lisados celulares, analisis de
proteinas por espectrometria de masa
(LC-MS/MS) y posterior analisis

bioinformatico (Schenkman, 2018).

Metilaciéon Prediccion Methyl-Pse AAC (http://www.jci-

bioinformatica bioinfo.cn/iMethyl-PseAAC). Algoritmo

predictor de argininas (R) y/o lisinas (K)
metiladas basado en propiedades
fisicoquimicas, evolucién de secuencias,
bioguimica e informacién sobre desorden

estructural (Qiu, 2014).
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Fosforilacian

Prediccion

bioinformatica

Evidencia

experimental

MusiteDeep (https://www.musite.net/).
Algoritmo predictor de sitios putativos que
sufren diversas MPTs, entre ellas la metilacion

de lisinas y argininas (Wang, 2020).

NetPhos 3.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).

Algoritmo predictor de serinas (S), treoninas
(T) y tirosinas (Y) fosforiladas de células
eucariotas basado en sustratos de 17

quinasas genéricas y especificas (Blom, 1999).

MusiteDeep (https://www.musite.net/).
Algoritmo predictor de sitios putativos que
sufren diversas MPTs, entre ellas la
fosforilacion de tirosinas, treoninas y serinas

(Wang, 2020).

Fosfoproteoma de T. cruzi durante la
metaciclogénesis. Los extractos proteicos
fueron enriquecidos utilizando cromatografia
TiO2 y luego fueron analizados por
espectrometria de masa de alta precision, por
ultimo, con el uso de herramientas
bioinformaticas se identificaron
inequivocamente los sitios especificos de

fosforilacion (Marchini, 2011).
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Sumoilacion Prediccidn GSP-SUMO

bioinformatica (http://sumosp.biocuckoo.org/online.php).

Algoritmo  predictor lisinas  sumoiladas
basadas en estudios de sitios de sumoilacion

y motivos de SUMO-interaccioén (Zhao, 2014).

MusiteDeep (https://www.musite.net/).
Algoritmo predictor de sitios putativos que
sufren diversas MPTs, entre ellas la

sumoilacion de lisinas (Wang, 2020).

Evidencia Determinacién de genes ortdlogos de la via de
Experimental sumoilacion en T. cruzi y funcionalidad de
éstos en los parasitos activos. ldentificacion
de sitios de sumoilacion a partir de la
generacion de epimastigotes transfectantes
de SUMO  doblemente  etiquetadas.
Enriquecimiento de proteinas sumoilizadas
por cromatografia de afinidad en tandem vy
analisis de esta muestra por espectrometria
de masa acoplada a cromatografia liquida

bidimensional (Bayona, 2011).

Tabla lll. Resumen de la evidencia experimental de MPTs identificadas en T. cruzi y predicciones

bioinformaticas de las posibles modificaciones postraduccionales de la proteina TcHMGB.

En base a lo observado en modelos in vitro e in silico con TcHMGB, nos propusimos
estudiar la proteina durante una infeccion in vivo, por lo que decidimos en un primer
paso, caracterizar un modelo de infeccidon animal con la cepa Dm28c de T. cruzi. Este
modelo resulta de gran utilidad para nuestro grupo de laboratorio ya que ademas de la
cepa salvaje, contamos con una amplia variedad de cepas transfectantes derivadas de
Dm28c que solo han sido, hasta el momento, caracterizadas de forma in vitro.
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4.2 Modelo de infeccion murino experimental de Chagas con la

cepa Dm28c de T. cruzi

En el estudio de la infeccién con T. cruzi se han utilizado diversos modelos
experimentales. En el modelo murino, distintas cepas de ratones difieren en la
susceptibilidad o resistencia a la infeccion que dependen de una variedad de factores
genéticos tanto del hospedador como del pardsito (Trischmann & Bloom, 1982)
(Andrade, 2002) (Santi-Rocca, 2017). Respecto a la cepa Dm28c, la cual es utilizada por
nuestro grupo de trabajo una variedad de ensayos moleculares e in vitro, no contamos
con un modelo animal caracterizado. Existen antecedentes de modelos de infeccion con
esta cepa en ratones Swiss Webster descriptos por Calvet y colaboradores, en los que se
observé diferencias significativas en la mortalidad y en la parasitemia e infiltrados
inflamatorios en tejidos cardiacos al ser infectados con la cepa Dm28c (Tcl) o con la cepa

Y (Tcll) (Calvet, 2004).

4.2.1 La cepa Dm28c no resulté letal ni generd alteraciones fisicas

considerables en ratones BALB/c

Con el fin de analizar este nuevo modelo animal, se realizaron experimentos de infeccion
de ratones BALB/c machos de 6-8 semanas de vida, con tripomastigotes la cepa Dm28c
de T. cruzi obtenidos de forma in vitro a partir de un modelo de infeccion de células Vero

en monaocapa.

En un primer experimento, nos propusimos determinar la dosis adecuada de parasitos
para estudios posteriores. Para esto, ensayamos dos dosis distintas de parasitos
inoculando a los animales con 1000 o 5000 parasitos/animal. Los parametros evaluados

fueron parasitemia, estado general, manifestaciones clinicas y mortalidad.

La cepa Dm28c en las dosis de inoculacion analizadas no resultd letal, los animales no
presentaron afecciones fisicas evidentes ni se vio alterado su comportamiento durante
el curso de la infeccién. Las parasitemias aumentaron desde el dia 10 pi tanto en los
ratones inoculados con 1000 y 5000 parasitos, alcanzando un pico entre los 21 y 14 dias
pi, respectivamente, luego disminuyeron hasta desaparecer completamente en la Ultima

evaluacion a los 42 dias postinfeccién (pi), cuando los animales fueron sacrificados. En el
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pico se registraron en promedio 42,5 parasitos/50 campos microscépicos (6x10°
parasitos/ml) en los animales infectados con 5000 pardsitos/ratén y 31 parasitos/50
campos microscopicos (4,3x10° pardsitos/ml) en los infectados con 1000 pardsitos (Fig.

16).

En el modelo de infeccidon descripto por Calvet et al 2004, con ratones Swiss Webster, se
utilizd una dosis de 100 parasito/ratones para la primoinfeccién provenientes de un
modelo de infeccidn in vitro. La parasitemia alcanzoé un pico de 4 x10° parasitos/ml a los
23 dias pi y luego, disminuyd hasta volverse indetectable a los 42 dias pi. Al compararlo
con nuestro modelo, indculos 10 y 50 veces mas grande generaron picos de parasitemia
solo unas 1-1,5 veces mayores que los observados en ratones Swiss. Sin embargo, ambos

modelos, presentan curvas de parasitemia tipicas de la cepa Dm28c.

Considerando que no observamos diferencias significativas entre las dos dosis de
inoculacidn, y por una mayor facilidad y riesgo en la manipulacion y obtencion de un
numero menor de pardsitos, se eligio la dosis de 1000 pardsitos/ratén para los

experimentos posteriores.
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Figura 16. Curvas de parasitemia correspondientes a las dosis de inoculacién estudiadas: 1000 y 5000
parasitos/raton. Los datos se expresan como media+SEM (n=4/grupo). Los datos se evaluaron mediante

analisis ANOVA one way y test de multiples comparaciones Tuckey. *p<0,05

En un segundo experimento, infectamos con 1000 parasitos cada animal y determinamos

los mismos parametros que en el experimento anterior: parasitemia, sobrevida, estado
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general y manifestaciones clinicas del animal. Se determind el peso del bazo de los
animales sacrificados a lo largo de la infeccidn, los cuales mostraron buena correlacién
con los niveles de parasitemia. Los tejidos cardiacos y los bazos fueron analizados para
evaluar la gravedad de la miocarditis y la esplenomegalia causadas por la infeccion

respectivamente.
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Figura 17. A. Curva de parasitemia obtenida en el segundo experimento al inocular los ratones con 1000
parasitos/raton de la cepa Dm28c de T. cruzi. B. Variaciones en el peso del bazo durante la infeccion. C.
Gréfico donde se muestra las curvas de parasitemia y cambios en el peso del bazo durante el curso de la
infeccion. Los datos se expresan como mediatSEM (n=3-6/grupo). Los datos se evaluaron mediante

analisis ANOVA one way y test de multiples comparaciones Tuckey. *p<0,05

Nuevamente, como era de esperar, la infeccién no resulté letal para los animales vy
presentaron un buen estado general en el tiempo transcurrido. El pico de parasitemia se

determind en el dia 14 pi, alcanzando un valor detectado maximo de 72 parasitos/ 50
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campos microscopicos (10,1x10° parasitos/ml) y luego, disminuyd hasta volverse nula a
los 56 dias pi (Fig. 17.A). Por otro lado, analizamos el peso del bazo, el cual estd implicado
en la respuesta inmunoldgica. El peso del bazo presentd un comportamiento semejante
al de la parasitemia, se incrementé abruptamente hasta los 14 dias pi y luego disminuye

tras superar el pico de parasitemia (Fig. 17C).

Estos hallazgos resultaron menos severos que los descriptos en modelos de infeccion con
ratones C57BL/6 y BALB/c inoculados con 100 pardsitos/raton de la cepa Tulahuén,
caracterizados por nuestro grupo de laboratorio (Roggero, 2002). El pico de parasitemia
en ambos modelos fue observado a los 21 dias pi. Los ratones C57BL/6 presentaron una
mortalidad del 100% entre los 21 y 25 dias pi, mientras que un 60 % de los BALB/c
superaron la fase aguda. A su vez, el peso de los animales disminuyd, lo cual es
considerado un signo de desmejoria general. En cambio, una patogenia similar a la
hallada en el modelo estudiado, fue desarrollada por la cepa Dm28c en los ratones Swiss,
los cuales sobrevivieron a la fase aguda de la infeccion experimental tras ser monitoreados
durante 77 dias sin presentar alteraciones en su peso (Calvet, 2004). En base a estas
observaciones, proponemos que la cepa Dm28c podria ser utilizada como ejemplo de cepa

no virulenta y el modelo caracterizado seria util como modelo alternativo de infeccion.

4.2.2 Lainfeccién produjo un aumento en el tamafio del bazo

La esplenomegalia es el aumento de tamafio del bazo que pueden estar causada por
distintas infecciones y enfermedades. La enfermedad de Chagas promueve esta
condicion en humanos y en ratones. Reportes indican que los esplenocitos son células
fundamentales en la respuesta inmune del hospedador, ya que ratones BALB/c a los
cuales se les extirpé el bazo previo a la infeccidén con parasitos de la cepa Dm28c de T.

cruzi presentaron una mayor susceptibilidad a la infeccién (Morrot, 2009).

Esta afeccion se evidencid en los animales infectados desde el dia 5 pi. El peso del bazo
de los ratones infectados sufrid un incremento de unas 6 veces respecto al control no
infectado en los dias 14 y 21 pi, y luego, hacia dia 56 pi se observé una disminucién
estadisticamente significativa (Fig. 17B). Las variaciones observadas en el peso del bazo
indiciarian que la cepa Dm28c podria promover en los animales la activacion y expansion

clonal de linfocitos T/B, involucrados en el control de la carga parasitaria.
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4.2.3 Lainfeccién parasitaria generd miocarditis aguda durante la fase

aguda y luego disminuyé considerablemente

Al analizar los tejidos cardiacos observamos que la infeccion generd cardiopatias con
infiltrados inflamatorios difusos. Estos estados se vuelven notorios desde el dia 7, en el
que células mononucleares comienzan a acumularse en los espacios intersticiales
progresivamente a medida que avanza la infeccién. Los infiltrados intensos fueron
hallados los dias 14 y 21 pi, y luego disminuyeron hasta volverse escasos en el dia 56 pi,
similares a los observados en el quinto dia pi (Tabla IV). A su vez, estos infiltrados
inflamatorios resultan difusos y su distribucion parece ser uniforme en todos los campos

observados (Fig. 18, panel superior).

Los nidos de amastigotes, en concordancia con lo observado con los infiltrados
inflamatorios, fueron hallados en los dias 10, 14 y 21 pi cuando la reaccién inflamatoria
se vuelve mas intensa. Los nidos en su mayoria presentaron un tamafio pequefio, sin

embargo, se encontraron unos pocos de un tamafio mayor (Fig. 18, panel inferior).

CNI 5 dpi 7 dpi 10 dpi

14 dpi 21 dpi ~ 56dpi ' Cepa Tulahuén
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Figura 18. Miocarditis aguda. En ambos paneles se muestran cortes histopatoldgicos de tejido cardiaco

tefiidos con hematoxilina-eosina. En el panel superior, se observan los cortes histopatolédgicos obtenidos
de ratones BALB/c infectados con 1000 tripomastigotes/animal de la cepa Dm28 de T. cruzi, en los cuales
infiltrados inflamatorios difusos fueron evidenciados desde el dia 5 al 56 postinfeccion (CNI-56 dpi). A su
vez, se muestran infiltrados focales encontrados en el dia 14 postinfeccion en tejidos cardiacos de ratones
BALB/c infectados con la cepa Tulahuén (Datos previos de nuestro grupo: (Roggero, 2002)). En el panel
inferior se observan nidos de amastigotes hallados en los tejidos cardiacos de los animales infectados con
la cepa Dm28c en los dias 10, 14 y 21 postinfeccidn se encuentran seialados con circulos rojos en el panel

inferior. (CNI= control no infectado; dpi= dias postinfeccion). (n=3-5/grupo).

Dias (pi) Score Nidos de amastigotes
Control no infectado Ausencia Ausencia
5 Escaso Ausencia
7 Leve Ausencia
10 Moderado Presencia
14 Intenso Presencia
21 Intenso Presencia
56 Escaso Ausencia

Tabla IV. Score determinado en base al tipo y numero de focos inflamatorios presentes en ambos
ventriculos en ratones BALB/c infectados con 1000 tripomastigotes/animal de la cepa Dm28c de T. cruzi
(promedio de 6 campos 10x por seccién, 3/4 secciones por animal, 5-21 dias pi (n=3/grupo); CNI-56 dias

pi (n=6/grupo)). (Dias (pi)= dias postinfeccion).

Los infiltrados inflamatorios difusos hallados resultaron singulares en comparacion a los
observados en cortes histolégicos de tejido cardiaco de ratones BALB/c y C57BL/6
infectados con la cepa Tulahuén los cuales presentaron infiltrados inflamatorios focales

definidos vy localizados a los 14 dias pi. En este estadio, también se localizaron nidos de
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amastigotes (Roggero, 2002). Estas diferencias sugieren que diferentes cepas generan

distintas respuestas en tejidos cardiacos (Henriques, 2014).

4.3 Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos anti-

mHMGB1

4.3.1 La proteina del parasito no es reconocida por los anticuerpos anti-

mHMGB1 de mamifero

Como detallamos anteriormente, las proteinas TcHMGB y mHMGB1 contienen en su
estructura dos dominios HMG box caracteristicos de esta familia de proteinas. Estas
proteinas presentan un 43,1% de identidad y un 53,6% de similitud entre las regiones que
contienen a los dominios HMG box, es por esto que resultd de nuestro interés analizar la
especificidad en el de los anticuerpos especificos del parasito y de mamifero para evitar
posibles imprecisiones en ensayos posteriores. Para evaluar estos anticuerpos, en ambos

casos, se realizaron pruebas de Western Blot.

TcHMGB— . & 8

a-TCHMGB r a-TcHMGBm  a-HMGB1 0]

Figura 19. Prueba de especificidad de anticuerpos anti-HMGB1. Se enfrentd a la proteina TcHMGB a
anticuerpos anti-TcHMGB obtenidos en conejo (a-TcHMGB r) (Calle 1y 2), en ratdn (a-TcHMGB m) (Calle

3), y a anticuerpos anti-HMGB1 (a-HMGB1). (C-=control negativo, sin anticuerpo primario)
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En un primer ensayo, evaluamos la especificidad de los anticuerpos anti-mHMGB1 (Fig.
19). La proteina TcHMGB es reconocida por los anticuerpos anti-TcHMGB, tanto los
obtenidos en conejo como los de ratén (Calle 1-3). Los anticuerpos comerciales (Abcam,
Estados Unidos) anti-HMGB1 de mamiferos (lineas 4-6) no reconocerian a la proteina del

parasito.

En un segundo ensayo, con el fin de detectar a la proteina mHMGB1 y evaluar la afinidad
de los anticuerpos anti-mHMGB1, partimos de un experimento de estimulacion de
células Raw 264.7. Como detallamos anteriormente en la seccién 1.3.1, la proteina
mHMGB1 es una proteina nuclear, pero ante sefiales de estrés causadas por dafio o
injuria celular, es liberada al medio extracelular donde promueve la activacion de la
respuesta inmunitaria innata y adaptativa (Pasheva & Ugrinova, 2016). Se realizaron tres
tratamientos con el fin de estimular la secrecion de mHMGB1 en células Raw de
mamifero: adicionando LPS, TcHMGB y tripomastigotes. Luego, buscamos localizarla en

el medio extracelular (sobrenadante) y en el medio intracelular (extractos celulares).

Extractos celulares Sobrenadantes
CNE  +LPS  +TcHMGB +Trip.  MPM CcNE  4ips  +TcHMGB  +Trip.
. 80 KDa
-4 61 KDa
u | 52 KDa
-

. - - ~ | 42 KDa
132 KDa

. : - |

HMGB1 -

¢ 24 KDa

" ’ “ 17 KDa

13 KDa
i 10 KDa

Figura 20. Experimento de estimulacién de células de mamifero Raw 264.7 para la secrecion de HMGBI1.
Se analizd la presencia de la proteina mHMGB1 en sobrenadantes (derecha) y en extractos celulares
(izquierda) de un cultivo de células Raw 264.7 en las mismas cuatro condiciones: control sin estimular

(CNE), con el agregado de LPS (+LPS), TcHMGB (+TcHMGB) y de tripomastigotes de T. cruzi (+Trip.). La
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proteina se evidencid con el reconocimiento del anticuerpo anti-mHMGB1. (MPM= marcador de peso

molecular).

Los anticuerpos anti-mHMGB1 reconocen especificamente a la proteina de mamifero. La
proteina mHMGB1 (PM= 25KDa) se detecté con mayor intensidad en los extractos
celulares de células no estimuladas y en los sobrenadantes de células estimuladas con el
agregado de LPS (Fig. 20). Lo que significaria que la proteina en condiciones normales es
hallada intracelularmente, mientras que, al percibir la célula, una sefial de alerta, es
liberada al medio extracelular. Es posible que en las demas condiciones también sea
secretada pero que la estimulaciéon no haya sido lo suficientemente en concentracion y
tiempo. Por otro lado, fueron detectadas inespecificidades en los sobrenadantes de
células Raw, que suponemos que pueden deberse a proteinas abundantes presentes en

el suero fetal bovino (FCS) suplementado en el medio de cultivo.

Los resultados obtenidos confirman que los anticuerpos comerciales anti-mHMGBI
podrdn ser utilizados para detectar la proteina del hospedador mamifero en modelos de
infeccion in vitro o in vivo, sin que la proteina del pardsito interfiera. Sin embargo, estos
resultados no descartan que los anticuerpos anti-TcHMGB puedan dar reactividad
cruzada con las proteinas mHMGB, pruebas que deberemos realizar en un futuro para

continuar con la caracterizacion de la proteina TcHMGB en modelos in vivo e in vitro.
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5 Conclusiones

Las proteinas pertenecientes a la familia HMGB se caracterizan por contener dominios
de union al ADN de tipo HMG box, los cuales pueden estar presentes como Unico dominio
o en hasta seis copias. Dentro del nucleo, se desenvuelven actuando como factores de
transcripcion o como remodeladores de la cromatina. En base a los analisis
bioinformaticos realizados en este trabajo y a resultados obtenidos previamente por
nuestro grupo de trabajo, hemos catalogado a la proteina HMGB de T. cruzi como una
proteina HMGB candnica, un subgrupo de proteinas asociadas a la cromatina que se
caracterizan por contener invariablemente dos dominios HMG box en tdndem que se

unen al ADN con limitada especificidad de secuencia (Bustin, 2001).

Por otro lado, diferencias en los niveles de expresién de la proteina TcHMGB en los
distintos estadios de vida del parasito fueron evidenciadas en ensayos de transcriptémica
proporcionados por la base de datos TriTrypDB, lo cual estaria relacionado con los
cambios en la estructura de la cromatina a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi. Los niveles
de expresion mas elevados de TcHMGB fueron observados en estadios proliferativos:
epimastigotes y amastigotes, en los que la cromatina se encuentra mas laxa, mientras
gue, en estadios no proliferativos, en los que la cromatina se halla mas compacta, los
niveles de expresién de TcHMGB disminuyen. Los niveles de ARNm coinciden con los
niveles de proteina reportados en estudios protedmicos. Teniendo en cuenta su
capacidad de alterar la estructura del ADN, es muy probable que TcHMGB esté
involucrada en el reordenamiento de la estructura afectando asi a los distintos procesos

nucleares como la transcripcion, reparacion del ADN y replicacion.

Resultados prometedores se obtuvieron a partir de ensayos in silico, los cuales han
predicho la presencia de una sefial de localizacidon nuclear (NLS) que seria modificada
postraduccionalmente, esperariamos que tal como se observa en la proteina homologa
de mamiferos HMGB1, afectaran su localizacion celular. Si bien ensayos preliminares
muestran que la ausencia de la regién de la proteina que contienen al NLS o tratamientos
con inhibidores de desacetilasas, afectan la localizaciéon celular de TcHMGB, un analisis
mutacional debe llevarse a cabo para confirmar si esta region estd involucrada en la

relocalizacion de TcHMGB.
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Para estudiar el comportamiento de TcHMGB y mHMGB1 in vivo, caracterizamos un
modelo de Chagas murino experimental infectando ratones BALB/c con la cepa Dm28c
de T. cruzi. Este modelo presentd un curso de infeccion con elevadas parasitemias y
afeccion cardiaca y esplénica, los cuales evolucionaron favorablemente tras superar el
pico de parasitemia. Al compararlo con el modelo de infeccion utilizando la cepa
Tulahuén, esta cepa resulta menos virulenta, demostrando la gran variabilidad entre
cepas de T. cruzi. Este modelo serd de gran utilidad para estudiar el fenotipo de cepas
transfectantes derivadas de Dm28c construidas en nuestro laboratorio como la cepa
(DM28/pTcINDEX/TcHMGB) la cual es capaz de sobreexpresar TcHMGB mediante

induccion con Tetraciclina.

Si bien por cuestiones de tiempos, no se pudieron realizar las detecciones de la proteina
TcHMGB in vivo, se realizd la prueba de especificidad de los anticuerpos comerciales anti-
mMHMGB1 y se determind que no reconocerian inespecificamente a la proteina del
parasito, por lo que seran Utiles para el reconocimiento de mHMGB1 en las muestras sin
interferencias generadas por TcHMGB. En ensayos futuros, deberemos analizar la
especificidad de los anticuerpos anti-TcCHMGB para luego estudiar la modulacién de
TcHMGB y mHMGB1 durante el curso de infeccion en el modelo caracterizado y avanzar
en la determinacion de la presencia de la proteina TcHMGB o de anticuerpos anti-

TcHMGB en sueros de humanos para diagndstico de la enfermedad de Chagas.
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ANEXO

Durante la caracterizacién del modelo de infeccion de ratones BALB/c con la cepa Dm28c de T.
cruzi, se evalud el estado general y las manifestaciones clinicas en los animales al cursar este
tipo de infeccién parasitaria que se muestran en la Figura 21. En este trabajo, los animales no

presentaron ninguna de estas manifestaciones clinicas y no mostraron diferencias entre el grupo
infectado y el grupo control.

Manifestaciones clinicas

Normal /! 4R

Piloereccion

“hunchback”

Afectacion
ocular

Disminucién del
movimiento

Diarrea

Figura 21. Manifestaciones clinicas que pueden presentar los animales al cursar una infeccién con T. cruzi.
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