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Resumen

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito intracelular obligado Trypanosoma
cruzi, este padecimiento es endémico de América Latina, donde las principales patologias
asociadas a la enfermedad son la cardiopatia y mega sindromes durante la etapa clinica.
Una de las interrogantes mas complejas de responder tiene que ver con los factores que
determinan la distribucién tisular del parasito. Es bien sabido que T. cruzi infecta tanto
células fagociticas como no fagociticas. Hasta la fecha se ha descrito una extensa
variedad de ligandos y receptores en la superficie del parasito y la célula hospedera que
interactlan una con otra para lograr un reconocimiento mutuo y después llevar a cabo la
invasion del parasito en la célula. Sin embargo, no se ha dado una respuesta concreta
acerca del mecanismo por el cual se expligue la preferencia mayoritaria que presentan los
diferentes Unidades Discretas de Tipificacion (DTU’s) de T. cruzi hacia células del tejido
musculoesquelético, tejido cardiaco y tejido gastrointestinal. Una caracteristica
independiente a las moléculas de superficie, pero que juega un papel importante en las
funciones especificas de las células, es la elasticidad de la membrana celular cuya
magnitud en el moédulo elastico difiere considerablemente entre los tipos de célula. En
este trabajo se evalué el papel de la elasticidad de la membrana de cardiomiocitos de
ratén en la infeccién de dos cepas de T. cruzi (Cl-Brener y NINOA), para ello células
cardiacas aisladas de ratones macho adultos se trataron con dos concentraciones de
CBD (1puM y 2uM) para fluidizar la membrana celular y aumentar la elasticidad. Después
se indujo la infeccién in vitro con cada una de las cepas de parasito. Los resultados
mostraron primeramente una mayor capacidad infectiva por parte de la cepa NINOA, y
para ambas poblaciones se observé una reduccion significativa en la infeccion de las

células tratadas con CBD, asi como la baja presencia de amastigotes extracelulares



después de seis dias de seguimiento, lo que sugiere que un aumento en la elasticidad de

la membrana celular puede generar mayor resistencia a la infeccion.



Abstract

Chagas disease is caused by the obligate intracellular parasite Trypanosoma cruzi. This
disease is endemic in Latin America, where the main pathologies associated with the
disease are heart disease and mega syndromes during the clinical stage. One of the most
complex questions to answer has to do with the factors that determine the tissue
distribution of the parasite. It is well known that T. cruzi infects both phagocytic and non-
phagocytic cells. To date, an extensive variety of ligands and receptors have been
described on the parasite and host cell surface that interact with each other to achieve
mutual recognition and then carry out invasion of the parasite into the cell. However, no
concrete answer has been given as to the mechanism that explains the majority
preference shown by the different T. cruzi Discret Tipyng Units (DTU's) towards cells of the
musculoskeletal, cardiac and gastrointestinal tissues. Aside from surface molecules, the
elasticity of the cell membrane plays an important role in non-specifics interactions and its
magnitude differs significantly among cell types. In this work we evaluated the role of
membrane elasticity of mouse cardiomyocytes upon infection with two strains of T. cruzi
(Cl-Brener and NINOA). For this purpose cardiac cells isolated from adult male mice were
treated with two concentrations of CBD (1pM and 2uM) to fluidize the cell membrane and
increase elasticity. In vitro infection with each of the parasite strains was then induced. The
results showed firstly a higher infective capacity by the NINOA strain, and for both
populations a significant reduction in the infection of CBD-treated cells as well as the low
presence of extracellular amastigotes was observed after six days of follow-up, suggesting
that an increase in the elasticity of the cell membrane may generate greater resistance to

infection.



Introduccién

Trypanosoma cruzi es un protozoario intracelular obligado transmitido a mamiferos
a través del contacto con las heces contaminadas con el parasito de insectos
hemato6fagos de la familia Reduviidae y es el causante de la enfermedad de Chagas que
afecta aproximadamente a 20 millones de personas en el mundo (WHO, 2018). Este
padecimiento es silencioso, de larga duracion y que si no se detecta a tiempo puede ser
mortal. Se desarrolla en dos fases, la primera es la fase aguda y la segunda es la fase
cronica que se divide en dos etapas: 1) la etapa asintoméatica que puede durar décadas o
incluso toda la vida y 2) la etapa clinica donde hay sintomas especificos de los que

destaca la cardiomiopatia chagésica y la visceromegalia.

A pesar de gue la enfermedad de Chagas se descubrié hace mas de cien afos, la
falta de control vectorial y el diagndstico tardio en pacientes de zonas endémicas ha
propiciado que esta enfermedad aun represente uno de los retos mas importantes en
salud publica (Arnal et al., 2019). Aun son muchos los misterios que no se han resuelto
respecto a la enfermedad en temas de tratamiento, entendimiento completo del
mecanismo de infecciébn y los motivos moleculares durante la distribucion tisular del

parasito en el hospedero mamifero.

Actualmente los procesos celulares y moleculares involucrados en la infeccion
celular por T. cruzi no se conocen completamente y por tanto ain no se ha podido
explicar la aparente preferencia del parasito por los tejidos cardiaco, musculoesquelético y
del tracto digestivo en la etapa final de la enfermedad (Walker et al., 2014). Un enfoque
totalmente diferente desde el punto de vista de la mecéanica de las membranas celulares,

como lo es la elasticidad, puede llevar a aclarar algunos de estos misterios.
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1. Marco teodrico

1.1. Trypanosoma cruzi
El parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi fue descubierto en el afio 1909 por
el doctor Carlos Chagas en Gerais, Brasil. Aislado de insectos triatbminos y de pacientes
infantes, el doctor Chagas describid la enfermedad que este parasito causa, asi como su

ciclo biolégico en el vector y en el hospedero mamifero.

T. cruzi biolégicamente es un microorganismo complejo con una clasificacion

taxondmica peculiar como se observa a continuacion:
Reino: Protozoa

Filum: Euglenozoa

Clase: Kinetoplastea

Orden: Kinetoplastida

Familia: Trypanosomatidae

Género: Trypanosoma

Especie: T. cruzi

La relevancia de este parasito radica principalmente al orden al que pertenece, los
kinetoplastida, ya que sus miembros se caracterizan por poseer una estructura llamada
kinetoplasto: un organelo que se considera una extension de la mitocondria y donde se
compacta el ADN mitocondrial en minicirculos (1.4 kpb) y maxi circulos (20 kpb) formando

una compleja y compacta red de genes (Momen, 1999).
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1.2. Morfologia

De forma concreta, T. cruzi presenta cuatro formas de desarrollo alternadas en el
insecto vector y en el mamifero. Dos de las cuatro formas son replicativas y las otras dos
son infectivas (figura 1). Los epimastigotes (C) son una forma replicativa que se encuentra
en el intestino medio del insecto que lo transmite, mientras que la forma amastigote (B)
que también es replicativa, se encuentra intracelularmente en los hospederos mamiferos;
por otro lado, los tripomastigotes metaciclicos (D) y tripomastigotes sanguineos (A) son
las formas infectivas presentes en el vector y en el mamifero, respectivamente (Zuma et
al., 2021). Estas dos ultimas formas del parasito poseen una membrana ondulante que les
confiere propiedades hidrodindmicas que parece jugar un papel importante en la

infeccion.

;J t
of

Figural. Formas de desarrollo de T. cruzi. A) tripomastigote sanguineo en frotis de sangre periférica tincion

B C D

Giemsa, B) amastigotes intracelulares tincion Wrigth, C) epimastigote en medio LIT tefiido con Wright y D)

tripomastigote metaciclico en medio TAU-3AGG.

1.3. Ciclo de vida
El ciclo de vida de T. cruzi es bifasico, al igual que sus formas de desarrollo, las
fases de su ciclo biolégico se alternan en el insecto vector y en el mamifero (figura 2). El
ciclo comienza cuando un triatdbmino portador del parasito se alimenta de la sangre de un
hospedero mamifero sano y mientras realiza la succion defeca cerca del sitio de picadura

donde deposita heces contaminadas con la forma tripomastigote metaciclico los cuales
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ingresan al sistema del hospedero, en el caso del humano, por autoinoculacién cuando
por acciébn mecanica arrastra con la mano las heces al sitio de picadura debido al reflejo
de rascarse o al tocar el rostro e inocular alguna mucosa. Una vez dentro del organismo
los tripomastigotes metaciclicos serdn fagocitados por macréfagos a través de una
estructura llamada vacuola parasitéfora, esta estructura promovera el cambio de forma del
parasito a amastigote, la cual se dividira por fision binaria y formara nidos que invaden el
citoplasma de la célula infectada hasta que se lise y los amastigotes se liberen al medio
extracelular para re-infectar otras células fagociticas o en su defecto, antes de liberarse
fuera de la célula, cambiar a la forma tripomastigote, lisar la célula hospedera, liberarse,
viajar por circulaciéon sanguinea e infectar cualquier tejido u érgano con preferencia por el
tejido cardiaco y visceral. En el momento en el que el parasito esta libre en el torrente
sanguineo, si un insecto vector no infectado se alimenta de un hospedero mamifero
infectado ingerira las formas tripomastigote sanguineo las cuales cuando lleguen al
intestino del insecto triatbmino cambiar4d a la forma epimastigote donde se estara
replicando y conforme avance al intestino posterior o ano del vector pasara a la forma
infectiva de tripomastigote metaciclico, asi cuando este nuevo insecto infectado se

alimente de un hospedero mamifero sano el ciclo se repetird (Rodrigues et al., 2014)
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Figura 2. Representacion gréfica del ciclo de vida de T. cruzi tanto en el hospedero mamifero como en el

vector (recuperado de Moretti et al. 2019).

1.4. Tripanosomiasis Americana

1.4.1. Fases de la enfermedad
La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana se describié por primera
vez en 1909 en Berenice, una nifla de dos afios a quien después de extraerle y observar
varias de sus muestras sanguineas se encontré presencia de formas tripomastigote
cuatro meses después de haber cursado por un periodo de malestar general (Chagas,

1909).

Desde entonces y con mas de cien afios de estudio se sabe que este
padecimiento se desarrolla en dos fases: la primera es la fase aguda que se caracteriza

principalmente por presentar parasitemia circulante detectable en sangre periférica con
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sintomatologia inespecifica, y en aproximadamente el 90% de los casos con ausencia de
sintomas (Murcia et al. 2013). Por otro lado, la segunda fase conocida como crénica inicia
con una primera etapa asintomética que generalmente tiene una duracion de 10 a 30
afios posteriores a la infeccion inicial, una vez pasado ese tiempo los pacientes pueden
evolucionar a una segunda etapa donde ciertas patologias se hacen presentes, los
trastornos mas prevalentes son cardiacos y gastrointestinales que pueden presentarse en

aproximadamente el 30% de los pacientes cronicos (Palmezano et al. 2015).

1.5. Mecanismos de transmision

Inicialmente se identific6 que T. cruzi se transmite por insectos hemipteros
heterépteros de la familia Reduviidae y que se alimentan exclusivamente de sangre.
Dentro de esta familia se han reconocido mas de 130 especies de importancia en salud
publica distribuidos entre los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus (figura 3). En
México el género Triatoma es el mas abundante, aunque la atencién no debe centrarse
solamente en él ya que recientemente se reportd la reincidencia en el pais del género
Rhodnius de la especie prolixus con alto potencial intradomiciliario (Campos et al., 2019).
La transmision vectorial es la principal via de inoculacion de T. cruzi en el humano y en el
ciclo epidemiolégico silvestre por lo que el control vectorial es primordial en la prevencion

de la enfermedad de Chagas.

A

C

Figura 3. Insecto vector de la enfermedad de Chagas. A) Rhodnius prolixus macho adulto, B) Triatoma

dimidiata hembra adulta y C) Panstrongylus geniculatus macho adulto.
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A pesar de que en paises endémicos el 80% de los casos de transmision de T.
cruzi es causado por la presencia del insecto vector, la enfermedad se ha distribuido en
paises y continentes no endémicos a causa de la migracién ya que el parasito puede ser
transmitido también por transfusion sanguinea y trasplante de 6rganos, esto porque en los
bancos de sangre y érganos de paises no endémicos no se tiene dentro de la bateria de
analisis microbiologico la deteccién de T. cruzi por obvias razones. Sin embargo, esto
empieza a tomar relevancia y cada vez mas naciones estan trabajando para implementar
pruebas de deteccion del parasito en sus bancos de sangre y candidatos a donadores de

6rganos (Antinori et al., 2017).

Otras vias de transmisién que acompafian a las dos anteriormente mencionadas
son la transmision vertical o congénita que se da cuando una mujer embarazada con
enfermedad de Chagas transmite la infeccién al feto. Con menor presencia, pero de igual
importancia, estan los accidentes de laboratorio y el consumo de alimentos contaminados

con el parésito (figura 3) (Ramos et al., 2012).

1.6. Diagndéstico
Uno de los problemas mas serios que enfrenta el sector salud en el combate de
esta enfermedad es el diagndstico, la causa es que durante la fase aguda los sintomas
son inespecificos y eso lleva al que este padecimiento sea subdiagnosticado. Ademas, el
estandar de oro en el diagndstico temprano es confirmar la presencia del parasito
mediante microscopia directa identificando en sangre la forma tripomastigote sanguinea
en un examen directo en fresco, frotis, gota gruesa o microhematocrito (Salazar et al.,

2016).

El diagnostico en la fase cronica se realiza evaluando la respuesta inmunoldgica
del paciente frente al parasito mediante la detecciébn de anticuerpos. Para que una
persona sea diagnosticada con la enfermedad debera presentar reactividad al menos en
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dos técnicas seroldgicas distintas y ambas pruebas deben realizarse con la misma
muestra de suero (ELISA e Inmunofluorescencia indirecta, por ejemplo). En caso de
discordancia deberd realizarse un tercer test o dirigirse a un laboratorio especializado

(WHO, 2018).

1.7. Tratamiento
Hoy en dia son dos los farmacos indicados para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas: Nifurtimox y Benznidazol. Ambos farmacos son nitrocompuestos que
aparentemente basan su actividad a través de la reducciéon del grupo nitro y como
resultado de este proceso se obtiene un radical nitro-anion, que en el caso del Nifurtimox,
lleva a la formacién de especies reactivas de oxigeno como el anion superdxido y el
peroxido de hidrégeno que termina causando un estrés oxidativo en el parésito (Boiani et

al.,2010).

Los avances en el desarrollo de nuevos farmacos son escasos, y sumado a la
limitada efectividad del Nifurtimox y el Benznidazol (alrededor del 80% en fase aguda), la
comunidad cientifica esta trabajando para que la enfermedad deba ser tratada tanto en su
fase inicial como en la fase crénica temprana-indeterminada. Sin embargo, se sabe que el
tratamiento también es dependiente de la edad y resulta ser mas efectivo en menores de
18 afios, lo que lleva a que en individuos adultos y adultos mayores, la efectividad de los
farmacos sea variable e incluso pueda llegar a ser nula y con efectos adversos mas

severos (Mills, 2020).

2. Antecedentes

2.1 Mecanismo de infeccion celular de Trypanosoma cruzi
T. cruzi es capaz de infectar cualquier célula nucleada ya sea que esté

especializada en fagocitosis 0 no. En macréfagos y cualquier célula fagocitica, las cuatro
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formas de desarrollo del parasito pueden ingresar al citoplasma del hospedero a través de
un mecanismo ampliamente descrito llamado fagocitosis, se sabe que en los macrofagos
la infeccion es dependiente de actina para poder encapsular al parasito en la vacuola
parasitofora e ingresarlo al citoplasma. En las células no fagociticas el mecanismo aun no
esta bien definido y las propuestas siguen siendo controversiales ademas que la infeccién
natural se lleva a cabo por las formas tripomastigote, sin embargo, se sugieren una serie
de numerosos pasos para describir el mecanismo de entrada de T. cruzi. Los
tripomastigotes inician la infeccion al interactuar con diversas moléculas de superficie de
la célula hospedera con los ligandos de la superficie del parésito (principalmente
glicoproteinas y transialidasas) que desencadenan varias vias de entrada del parasito en
los diferentes tejidos para conferirle a T. cruzi la caracteristica de ser un patégeno tan
exitoso que infecta multiples tipos de células. Cada una de estas vias, culminan en el
encapsulamiento del parasito en vacuolas fusionadas con lisosomales que son necesarias
para estimular el cambio de forma de T. cruzi y la infeccion sea efectiva (Walker et al.,

2014).

2.2. Distribucién tisular de Trypanosoma cruzi

En el afio 2009 se llegd a un consenso internacional para clasificar las diferentes
cepas de T. cruzi circulantes en Unidades Discretas de Tipificacion o DTUs con la
finalidad de agrupar caracteristicas biolégicas, bioquimicas y moleculares entre las
poblaciones y clonas identificadas de T. cruzi. Actualmente son seis los grupos de DTUs
nombrados como Tcl-TcVI; todos ellos son responsables de causar dafios cardiacos
agudos y digestivos cronicos en pacientes con enfermedad de Chagas, aunque ya se ha
descrito ampliamente una distribucién generalizada del tripanosomatido en mudltiples

tejidos y 6rganos (Zingales et al., 2012).
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2.3. Propiedades mecanicas de la membrana celular
Las membranas biol6gicas son esenciales para la vida celular y por ende de
cualquier organismo, estan formadas de una bicapa lipidica compuesta de moléculas

hidrocarbonadas como fosfolipidos, glicolipidos y colesterol (Yeagle, 2005).

A pesar de que se conoce su composicion quimica y muchas de sus funciones
biolégicas, las membranas difieren sustancialmente entre las distintas lineas celulares. La
elasticidad como una propiedad fisica de las membranas es una caracteristica que no se
ha explorado tan detalladamente y varia considerablemente entre los tipos celulares
(Martinez et al., 2010). Se sabe que las propiedades mecanicas y termodinamicas de las
membranas dependen fuertemente del tipo de lipido que las compone, esto se ve
reflejado en experimentos de calorimetria donde la temperatura de transicion, Tm,

depende de las caracteristicas quimicas de los fosfolipidos (Cevc, 1993).

Por otro lado, el tejido muscular al igual que el tejido cardiaco estan formados por
células que durante su vida se encuentran bajo actividad mecanica altamente
demandante, en el caso de los cardiomiocitos todo el tiempo estan expuestas a estrés de
tipo pulsativo, oscilatorio o a eventos turbulentos (Jacot et al., 2010), en este Ultimo caso

se encuentra la susceptibilidad del cardiomiocito a procesos infecciosos.

Si nos enfocamos en la infeccién celular por T. cruzi, se sabe que un cambio en
las propiedades mecanicas de las membranas, por ejemplo, la ruptura del citoesqueleto y
el ablandamiento de la célula podrian proporcionar un ambiente que facilita la replicacion
de los parasitos o su eventual salida de la célula. En el contexto de la infeccién tisular por
T. cruzi, los cambios en la mecanica de la célula huésped podrian alterar negativamente
la funcién de los érganos afectados y desempefiar un papel importante en la fisiopatologia

de la enfermedad (Mott et al., 2009).
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2.4. Microscopio de Fuerza Atomica

Existen muchos métodos para poder evaluar la elasticidad de las membranas
celulares, de los mas conocidos son la microscopia de luz, aspiracion por micropipeta, y la
microscopia de fuerza atémica (AFM). Esta Ultima se basa en una micropalanca o
cantiléver flexible que en uno de sus extremos tiene unida una punta microscépica la cual
entra en contacto con la superficie de la muestra, dicha muestra se encuentra sobre un
piezoeléctrico (figura 4). Las variaciones en la deflexion del cantiléver causado por las
fuerzas de atraccion y repulsién entre los &tomos de la superficie de la muestra y de la
punta son captados por un fotodiodo detector sobre el que se refleja un haz laser que se
incide en la parte superior del cantiléver. La técnica de AFM permite obtener un perfil
tridimensional de la superficie, asi como las curvas de fuerza a partir de las cuales se
puede calcular los moédulos de elasticidad de muestras biolégicas mediante el modelo de

Hertz (Allison et al., 2010).

Photodiode
detector

Laser

Deflection
setpoint

Cantilever

Feedback
electronics S ——

X-Y scan
e—— control

Z control |

Figura 4. Componentes y funcionamiento del AFM. La informacion de la muestra se obtiene reflejando un rayo
laser ubicado en la superficie posterior del cantiléver en un fotodiodo. A medida que la punta interactda sobre
un area especifica de la muestra, el sistema de retroalimentacién eleva o baja la punta en respuesta a los
cambios en la topografia de la superficie para mantener una posicion constante (Tomado de

https://onlinelibrary.wiley.com).
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En las dltimas dos décadas el estudio de las propiedades mecanicas de los
sistemas biologicos ha ido en aumento, se sabe que la elasticidad de las membranas
lipidicas juega un rol importante en el funcionamiento celular ya que el valor del médulo
elastico varia de un tipo de célula a otra y bajo ciertos estados patolégicos. Esa
heterogeneidad en la elasticidad puede ser también la responsable de la susceptibilidad o
resistencia a infecciones por microorganismos intracelulares, pero aun falta mucho por

descubrir al respecto (Kuznetzova et al., 2007).
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3. Planteamiento del problema

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado causante de la
tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas; dicho padecimiento fue catalogado
por la OMS dentro de las enfermedades tropicales desatendidas. En México se ha
reportado una seroprevalencia de 3.38% hasta el afio 2017, lo que representa 4.06
millones de casos en todo el territorio nacional con mayor presencia en la zona

sursureste.

Desde su descubrimiento en 1909 por el Doctor Carlos Chagas en Brasil, el
estudio acerca de T. cruzi ha evolucionado lentamente en comparacion con el
entendimiento de otros microorganismos. A pesar de ello, en la actualidad el conocimiento
es basto acerca del parasito e incluso se ha decodificado su genoma. Con todo esto es
bien sabido que T. cruzi infecta tanto células fagociticas como no fagociticas, pero
dependiendo del tipo celular que vaya a afectar, el mecanismo por el cual ingrese al

citoplasma de la célula hospedera seré diferente.

Se han observado distintos factores que influyen en la distribucién tisular de T.
cruzi entre los que destacan: las caracteristicas genéticas del parasito (DTU al que
pertenece) y las caracteristicas genéticas del hospedero. A pesar de ello, el mecanismo
de infeccidon aln no se ha terminado de describir completamente para las células no
fagociticas afectadas y su asociaciéon con la recurrente infeccion de todos los linajes de T.
cruzi en cardiomiocitos, células musculoesqueléticas y células del tracto gastrointestinal

de pacientes que cursan con la enfermedad de Chagas.
Con base en lo anterior se plantean las siguientes interrogantes:

¢ Cuales son las caracteristicas mecanicas de la membrana celular en la infeccién por T.

cruzi en cardiomiocitos de ratén?
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.,Como afecta el aumento o la disminucién de la elasticidad de la membrana de

cardiomiocitos en la infeccion por T. cruzi?
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4. Hipotesis

La elasticidad de la membrana es un factor determinante para el éxito de la
entrada de T. cruzi en cardiomiocitos de ratdn, y esta caracteristica puede estar asociada
con la distribucién tisular de los distintos linajes que muestran mayor afinidad por estas

células y por consecuencia la presencia de sindromes cardiacos en los pacientes clinicos.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Determinar el efecto que tiene el cambio de la elasticidad en la membrana de
cardiomiocitos de raton durante la entrada de T. cruzi al citoplasma de estas células en

modelo in vitro.

5.2. Objetivos especificos
Describir las propiedades elasticas de la membrana de miocitos cardiacos de raton

bajo condiciones basales y su susceptibilidad en la infeccién por T. cruzi.

Estudiar el efecto del aumento y la disminucién de la elasticidad de la membrana

de cardiomiocitos de ratén en la infeccién por T. cruzi.
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6. Metodologia

6.1. Parasitos
Epimastigotes de dos cepas (NINOA y CI-Brener) de T. cruzi se mantuvieron en
medio LIT suplementado con 10% de suero fetal bovino, 5% hemina (5mg/mL) y 1%
penicilina-estreptomicina (10000 U-10mg/mL) a 28°C con resiembras cada siete dias. Se
siguié la cinética de crecimiento mediante conteo por microscopia en cadmara de

Neubauer cada 24 horas durante los siete dias antes de la siguiente resiembra.

6.2. Aislamiento y cultivo de células cardiacas
A partir de corazones de ratones adultos (4-8 semanas de edad) de la cepa
BALB/c se aislaron cardiomiocitos (CM) mediante la técnica modificada de Li D. y
colaboradores (2014). Para ello se prepararon los diferentes buffers y disoluciones

necesarias para el aislamiento:

Buffer de aislamiento libre de calcio (113 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 0.6 mM KH2POs4,
0.6 mM NaxHPOg4, 1.2 mM MgSO4.H0, 10 mM HEPES, 12 mM NaHCO3, 10 mM
KHCO;, 10mM BDM y 5.5 mM glucosa. pH ajustado a 7.2 con 1N de HCl y
esterilizado por filtracién con una membrana de 0.2 um almacenado por no mas de

cuatro dias en frio a 3°C.

Buffer de digestién. 15000 U de actividad de colagenasa tipo Il en 50 mL de buffer

de perfusién 0.1 mM.

Buffer de interrupcién de accién enzimatica (DB). Para una soluciéon de 50 mL se
afaden 45 mL de buffer de perfusibn y 5 mL de SFB. A partir de esto se

prepararon las soluciones de reinsercion de calcio.

Solucién calcio I. 2.5 pL ca?* 100mM + 20 mL DB.
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Solucién de calcio Il. 10 pL ca?* 100mM + 10 mL DB.
Solucién de calcio IlI. 40 pL ca?* 100mM + 10 mL DB.

Medio de cultivo. Para un stock de 50 mL se utilizaron 48 mL de medio DMEM, 1
mL BDM 500 mM, 0.5 mL de penicilina-estreptomicina (10000 U-10mg/mL), 1.25

mL BSA 40 mg/mL y 1.25 mM de CaCl, 100 mM

Para el aislamiento de células cardiacas primero se esteriliz6 el material de
diseccion (tijeras, pinzas, base de acrilico) con una mezcla de etanol 70% y 0.01% de
cloruro de benzalconio. Todo el material, reactivos y disoluciones se manipularon dentro

de la campana de bioseguridad.

Cada raton se llevé a anestesia profunda con pentobarbital sédico (6mg/100mL) a
una dosis de 90 mg/kg administrado intraperitonealmente con jeringa para tuberculina
1mL, aguja 30G. Entre 2-5 minutos después de que el raton pierde la consciencia se
realizaron dos pruebas de reflejo, una palpebral y otra por presion de las extremidades
inferiores. Una vez que no hubo reflejo evidente del animal se procedié a realizar una
incision transversal en la parte baja del abdomen para exponer la cavidad abdominal,
después se ubicé la vena cava y se realiz6 un corte transversal total a dicho vaso
sanguineo para eliminar la mayor cantidad de sangre, 30 segundos después de la
exanguinacion, se expuso la cavidad toracica y se extrajo el corazén. El tejido recolectado
se coloco en buffer de aislamiento libre de calcio en frio (8°C) y se perfundié manualmente
por 5 minutos. Después del lavado por perfusion se eliminaron del corazén las auriculas y
los residuos de otros tejidos como pulmones y timo; los ventriculos restantes del tejido

cardiaco se trituraron con tijeras de diseccién en 250 L de buffer de aislamiento.

Después de obtener los pequefios trozos de tejido ventricular, estos se llevaron a

un tubo para centrifuga de 50 mL con 10 mL de buffer de digestion a agitacién constante
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de 180 rpm y temperatura de 37°C durante 25 minutos. Pasado ese tiempo los trozos de
tejido se resuspendieron alrededor de 20 veces con una pipeta automatica de 10 mL para
disgregar el tejido y separar las células cardiacas individualmente. Se centrifugé el
concentrado de células a 300 rpm durante 5 minutos para separar las células cardiacas
de otras células de menor tamafio como fibroblastos, mioblastos, eritrocitos, leucocitos,
entre otras. Se recupero el pellet de CM y se realizé una reinsercion gradual de calcio a
las células resuspendiendo el concentrado celular en 10 mL de solucién de calcio | (se
hizo por duplicado), se centrifugd a 300 rpm por 5 minutos y se repiti6 el mismo

procedimiento para las soluciones de calcio Il y IlI.

Antes del cultivo definitivo las células se incubaron durante dos horas en medio de
cultivo a 37°C con una atmdsfera de 5% CO,, esto para lograr la adhesion de fibroblasto
que aun pudieran estar presentes. Finalizadas las dos horas, las células se cultivaron en
un volumen final de 2.5 mL de medio de cultivo en placas de 30 mm a una concentracion
de 40 000 células/mL para lograr una confluencia del 80%, aproximadamente, y se
mantuvieron a temperatura constante de 37°C y 5% CO, con cambios de medio cada 48

horas.

6.2.1. Tratamiento con CBD para fluidizar la membrana celular
Se evaluaron dos concentraciones diferentes de cannabidiol (CBD) para observar
su impacto en la infeccion por T. cruzi. En ambos casos el procedimiento fue el mismo.
Después de la primera incubacién celular, para eliminar fibroblastos, las células fueron
tratadas en experimentos separados con 1 uM y 2 uM de CBD previamente disuelto en
DMSO como vehiculo. El stock de CBD se agregé directamente en el medio de cultivo
con las células y se incubd por 30 minutos a una temperatura de 37°C y 5% CO..

Después de la incubacion se realiz6 el cambio de medio de cultivo libre de CBD.
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6.3. Infeccion celular

Se tomaron epimastigotes de T. cruzi cultivados en medio LIT para realizar
infecciones primarias en células cardiacas de raton adulto con y sin tratamiento previo con
CBD. Para ello, se cuantific6 en cAmara de Neubauer la concentracion en parasitos/mL de
los cultivos de la cepa NINOA y Cl-Brener en el dia 4 post resiembra. Se tomé el volumen
necesario para conseguir un inéculo en el cultivo celular de 5x10° parasitos/mL. Los
epimastigotes se lavaron por triplicado en medio de cultivo y se centrifugé a 2500 rpm por
5 minutos para finalmente ser resuspendidos en 2.5 mL del medio de cultivo que se
afadieron al concentrado de células cardiacas previamente incubadas con o sin CBD. El
seguimiento de la infeccién se realiz6 durante seis dias (tiempo en el que las células
permanecieron viables) en camara de Neubauer donde se buscaron y cuantificaron
células con presencia de amastigotes en el citoplasma o en su defecto amastigotes libres
en el medio. Es importante mencionar que la interaccion de los epimastigotes con las

células se mantuvo durante los seis dias de seguimiento.
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7. Resultados

Se sigui6 la cinética de crecimiento de epimastigotes de dos cepas de T. cruzi mediante
conteo en cdmara de Neubauer cada 24 horas durante 7 dias (grafico 1). Se observo que
tanto la cepa NINOA como Cl-Brener alcanzaron el punto maximo de su crecimiento en el
dia 5 post resiembra (PR) con concentraciones de 2.072 x 107 y 2.373 x 107 parasitos/mL,
respectivamente. La cinética permiti6 determinar los dias PR en los cuales el parasito

presentd mejor actividad y mayor niamero poblacional, siendo estos los dias 4 y 5 PR.
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10+

Dias post resiembra

Gréfico 1. Cinética de crecimiento de T. cruzi en medio LIT.

Una vez caracterizada la cinética de ambas cepas se aislaron células cardiacas a partir de
ratones macho de la cepa BALB/c. En promedio se obtuvieron 50 000 células/mL por
cada corazén extraido. Las células consideradas como viables al inicio del cultivo
presentaron morfologia rectangular con presencia de estrias transversales (figura 5),
después de 48 horas de incubacion la morfologia en su mayoria cambié a estructuras

ovaladas pero funcionales.
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Figura 5. Célula cardiaca al inicio del cultivo celular. CV: cardiomiocito viable con mo‘rfologl’a rectangular y
estrias transversales. CA: cardiomiocito después de sufrir apoptosis. Aumento 40X.

Después de haber establecido las condiciones de aislamiento de CM se realiz6 el
seguimiento de la cantidad de poblacion de células cardiacas sin tratamiento y pretratadas
con DMSO. Para ambos casos se observé una poblacion de células cardiacas superior a
30 000 células/mL durante los cinco dias posteriores al aislamiento y a partir del dia seis
se presentd una caida drastica en la concentracion de células (grafico 2), lo que indicaba

el envejecimiento del cultivo y por consecuencia una mayor tasa de muerte celular.

4.5+ -+ ST

DMSO 0.02%

10% células/mL
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0 2 4 6 8
Dia

Gréfico 2. Seguimiento de la supervivencia de cardiomiocitos aislados con y sin pretratamiento con DMSO.
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Después se procedio a realizar las infecciones con ambas cepas de T. cruzi tanto para
células sin tratamiento y pretratadas con DMSO para asegurar que la infecciébn no se
veria afectada por el vehiculo. Una vez realizado ese control, los CM se trataron con 1uM
y 2uM de CBD para posteriormente ser infectadas con el parasito. A partir del dia dos
después de iniciada la interaccion célula-parasito se encontraron células con presencia de
amastigotes intracelulares como se puede ver en la figura 6 donde claramente se observa
una célula cardiaca infectada y su morfologia afectada posiblemente por la misma
infeccién. Estas células se cuantificaron a partir de una base de 100 células observadas y
se encontr6 que para aquellas células tratadas con CBD la infecciébn disminuye
considerablemente en comparaciéon con las que no fueron tratadas, ademas de que esa
disminucion parece ser dependiente de la concentracion de CBD ya que cuando los CM
se incubaron con 1uM de CB se observé una disminucion en el numero de células
infectadas de casi tres veces en comparacién con el control pero este fenomeno fue mas

evidente cuando se duplico la concentracién de CBD a 2 puM.

Figura 6. Célula cardiaca infectada con T. cruzi, se observan amastigotes (flechas negras) en el citoplasma.

Aumento 40X.

Por otro lado, se observo que la cepa NINOA parece tener mayor capacidad infectiva que
la cepa de referencia Cl-Brener (gréfico 3) con base a los siguientes indicadores: 1) la

aparicion de células infectadas que presentaron amastigotes en su citoplasma se
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células infectadas
por cada 100 CM

encontraron a partir del dia dos en aquellas que fueron infectadas con la cepa NINOA y
en el dia tres en el caso de Cl-Brener, y 2) el numero de esas células infectadas fue
mayor en las infecciones con la cepa NINOA que con Cl-Brener, tanto en células tratadas

con CBD como en las que no se les hizo tratamiento alguno.

Otro indicador del progreso de las infecciones fue la presencia de amastigotes
extracelulares como evidencia de la ruptura celular de los CM y que permitié su liberacion,
para ello se eligieron 10 campos al azar con aumento 40x por microscopia Optica directa y
se cuantifico el total de amastigotes encontrados en todos los campos (grafico 4). El
comportamiento en la proporcion de aparicion de las formas amastigote para ambas

cepas fue directamente proporcional al numero de células infectadas a lo largo del tiempo.

NINOA Cl-Brener
61 2.0
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Gréfico 3. Infeccion in vitro de CM con epimastigotes de la cepa NINOA (izquierda) y cepa CI-Brener
(derecha). En color negro y rojo las infecciones en células sin tratamiento y pretratadas con el vehiculo DMSO
0.02%, respectivamente. En azul la infeccion en células pretratadas con 1uM de CBD, y en verde las que

fueron pretratadas con 2uM de CBD.
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Grafico 4. Amastigotes extracelulares libres en el medio de cultivo. El total de amastigotes graficado cada dia

corresponde a lo encontrado en un total de 10 campos con aumento 40X.
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8. Discusion

La enfermedad de Chagas causada por T. cruzi sigue representando un serio problema
de salud a nivel mundial. La complejidad de este padecimiento continla aun
descifrandose y uno de los retos a los que nos seguimos enfrentando es la diversa
capacidad de dafio tisular que se presenta durante el desarrollo de la patologia y la
gravedad de las afectaciones durante la fase crénica, en donde hasta un 30% de los
pacientes sufren trastornos cardiacos y aproximadamente un 10% padecen alteraciones
digestivas, neuroldgicas o combinadas, cobrando la vida de aproximadamente 50,000
personas anualmente (OMS, 2018). Los esfuerzos por descubrir y entender los
mecanismos celulares y moleculares que llevan a estas complicaciones se han convertido
en verdadero reto, principalmente porque la constante aparicién de dafio al tejido cardiaco
y gastrointestinal representa una complicacién extra al limitado tratamiento (Andrade et
al., 2010). Por lo anterior, en el presente estudio se abordd esta interrogante desde el
papel que juega la elasticidad de la membrana, especificamente de cardiomiocitos, en el

proceso de infeccién por T. cruzi.

A finales de los afos 90’s e inicios del 2000, se demostré que T. cruzi posee la capacidad
de infectar cualquier célula, exceptuando los eritrocitos, y la proporcion en la infeccién
puede depender en gran medida de las caracteristicas genéticas del microorganismo
(Silva et al.,, 2019). Dicha afirmacién se pudo observar en este trabajo a partir del
seguimiento de la infeccién en CM con las dos cepas evaluadas donde se observé que la
cepa NINOA tiene wuna capacidad infectiva mayor que la cepa CI-Brener,
independientemente de que la cinética de crecimiento es similar en ambas, y la
explicacién puede encontrarse en la naturaleza misma de cada poblacion ya que NINOA

pertenece al DTU Tcl (linaje mas prevalente en América Latina) mientras que Cl-Brener
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esta clasificada como TcVI (linaje localizado en una region especifica de Sudamérica y

estrictamente doméstico) (Zingales et al., 2012)

Por otra parte, se ha sugerido que el tropismo cardiaco pudiera estar influenciado por una
region peptidica altamente conservada en todas las gp85/transialidasas (proteinas de
superficie del parasito) que interactGa con el endotelio vascular cuya presencia parece ser
mayor en la vasculatura del corazén que en otros 6rganos (Tonelli et al., 2010). Sin
embargo, la expresidon de la superfamilia de genes que codifican para esta proteina se da
principalmente en la forma tripomastigote metaciclico de T. cruzi y la distribucion tisular es
definida por la forma tripomastigote sanguineo, ademas de que en las formas
epimastigotes las transialidasas estan inhibidas y se ha visto que esta forma del parasito
también es capaz de infectar cualquier célula, incluyendo aquellas del tejido cardiaco

(Dias et al., 2017).

Ante la incertidumbre de aln no tener una respuesta al cuestionamiento del tropismo
tisular de T. cruzi, la necesidad de abordar este tema desde otro enfoque se ha vuelto
crucial. Es bien sabido que la funcién celular estd esencialmente determinada por su
estructura, en ese sentido, los diferentes niveles de organizacion estructural de las células
dependen de las propiedades mecéanicas. Se ha encontrado que el valor en la elasticidad
de la membrana celular de las células cardiacas es superior a la de otros tipos de célula

(Kuznetzova et al., 2007).

En adicién a lo anterior, algunos compuestos altamente hidr6fobos pueden interactuar con
los lipidos de la membrana celular y modificar la fluidez de esta estructura y
consecuentemente su elasticidad y funcion. EI CDB es un compuesto hidr6fobo que
presenta muchas bondades terapéuticas dentro de las que destaca su aplicacion para
tratar desoérdenes psiquiatricos, la alta capacidad antiinflamatoria y analgésica en

trastornos cronicos del dolor como la migrafia, asi como su efecto antiepiléptico (Campos
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et al., 2017), y mas recientemente la induccion de apoptosis en células cancerigenas. Se
ha visto que estos procesos son mediados por canales transmembranales que interactdan
con ligandos especificos, pero en el caso del CBD diversos estudios acerca de su efecto
sobre canales i6nicos parecen indicar que la inhibiciobn de estos canales no ocurre a
través de la unién ligando-receptor, lo que sugiere que el CBD altera las propiedades
biofisicas de la membrana provocando cambios en la fluidez de la bicapa lipidica y de esa

manera se inhibe la funcién de los canales (Ghovanloo et al., 2018).

El uso del CBD para modificar la elasticidad de la membrana de CM, y en consecuencia
provocar la posible inhibicién o reduccién de la infeccion por T. cruzi, ha dado resultados
positivos en este estudio, ademas de que esa disminucidon es dependiente de la
concentracion. Aqui se evalué el efecto de 1uM de CBD al interactuar 30 minutos con las
células cardiacas aisladas, y al final de la infeccién se observé una reduccién aproximada
del 60% respecto a los controles. Cuando la concentracion de CBD se duplico, el
porcentaje de infeccién se vio reducido hasta un 90%. Este efecto en general de los
cannabidioles ya se ha visto en estudios previos acerca de procesos parasitarios
infecciosos en modelos in vitro e in vivo que han mostrado una reduccién en la infeccion
celular o en el crecimiento y proliferacién de algunos parasitos extracelulares y en el caso
de T. cruzi ha sido evidente la disminucion en la infeccién in vitro de mioblastos cardiacos,
pero curiosamente no disminuye la parasitemia en modelos animales a pesar de que la
inflamacién y fibrosis del corazén descienden considerablemente (Hernandez et al.,
2017). Muchos autores sugieren que la influencia del CBD para modificar fendmenos
biol6gicos estd controlado por los receptores CB1 y CB2. No obstante, también se ha
visto que el CBD puede afectar a un extenso grupo de receptores, y esa inespecificidad
ha llevado a pensar que la interaccién es directamente con la bicapa lipidica, e influye

directamente en la fluidez de la membrana e indirectamente en el funcionamiento de
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proteinas transmembrana (Watkins, 2019). Es posible que la disminucion de la infeccion
observada en este trabajo, asi como el nUmero de amastigotes extracelulares en el
medio, se debe al aumento del médulo de elasticidad de la membrana de las células
cardiacas y en consecuencia la capacidad de amortiguamiento ante el ataque del parésito

es mayor Yy la resistencia a la infeccion se incrementa.

Resulta estrictamente necesario evaluar los modulos elasticos de células cardiacas
tratadas con CBD para acercarnos a la afirmacién de que es el cambio en la rigidez de la
membrana lo que puede estar determinando la reduccién de la infeccién y dirigir este
enfoque como la razén del porqué el tejido cardiaco es el mas afectado en etapas
avanzadas de la enfermedad de Chagas. Con los resultados aqui obtenidos podemos
conducirnos en esa linea y continuar explorando mas a detalle la relacién entre la
mecanica celular y el tropismo causado por T. cruzi. Es importante que se realicen mas
estudios donde se explore el rol de la elasticidad en procesos infecciosos y que se amplie
la investigacion acerca del CBD como posible tratamiento paliativo en la etapa clinica de

este padecimiento.
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9. Conclusiones

La cepa NINOA es mas infectiva que la cepa Cl-Brener bajo condiciones in vitro en un
modelo de infeccién de células cardiacas aisladas de ratones adultos, a pesar de que el

comportamiento del crecimiento en medio LIT de ambas cepas es similar.

El aparente cambio en la elasticidad de la membrana celular de cardiomiocitos inducida
por CBD disminuye la infeccién celular y en consecuencia inhibe el desarrollo del ciclo
bioldgico de T. cruzi independientemente del linaje, lo cual pudiera justificar la compleja
distribucién tisular de los seis DTU’s y que se concentra mayormente en el tejido cardiaco

de los pacientes crénicos.
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10. Perspectivas

Determinar curvas de fuerza de células cardiacas fluidizadas con CBD y sin
tratamiento, mediante microscopia de fuerza atdmica, para el célculo de los médulos de
Young y asociar los posibles cambios de elasticidad de la membrana en la inhibicién de la

infeccién por T. cruzi.
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