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Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina y Cirugia de la Region
de Murcia,

Excmos. e Ilmos. Seriores Académicos,

Excmas. e Ilmas. Autoridades,

Amigos y companeros,

Serioras y seriores.

Me invade una gran satisfaccién por haber sido elegido para desempenar
el noble deber de presentar y dar, por tanto, la bienvenida como Acadé-
mico Correspondiente de esta Ilustre Corporacion al Profesor Antonio Osuna
Carrillo de Albornoz, Catedratico Emérito de Parasitologia de la Universidad
de Granada.

Por esta razén transmito mi agradecimiento a los miembros de esta Cor-
poracién, que me han confiado realizar este honroso encargo y me brindan
la oportunidad de transmitirles, a través de esta laudatio, mi sentimiento de
afecto y admiracién por el recipiendario que hoy ingresa para acompanarnos
en las tareas académicas.

Aparte de gratitud por el honor que se me concede, me asalta un senti-
miento de preocupacién y de pudor, al ser mi hermano, el primogénito, quien
ingresa en esta corporacién y no poder ser totalmente objetivo en mi misién.
Al respecto, he de confesar que cuando el Profesor Segovia, presidente de esta
institucién me comentd en privado su deseo de que el Profesor Osuna pertene-
ciera a esta academia, lo primero que hice fue agradecer su intencién, para a

continuacién decirle que la propuesta no partiria de mi, sino de una gran com-



Discurso de presentacién

panera de academia, D* Maria de los Angeles Rodriguez Gonzalez. No porque
y0 Nno reconozca sus méritos, sino por mantener una posicién neutral y dotar al
procedimiento de la maxima integridad e imparcialidad.

Las Academias fueron fundadas en el Siglo XVIII, en el espiritu de la Tlus-
tracién, en momentos de crisis y de involucién, como ejemplos de renovaciéon
y de la critica constructiva. La Institucién que hoy nos acoge, con mas de dos
siglos de existencia, creada en 1811 en plena Guerra de Independencia y en
medio de una terrible epidemia de fiebre amarilla, ha sido un paradigma en
la lucha contra las enfermedades epidémicas que desde su creacién han aso-
lado la ciudad y la Regién. En la actualidad, como en sus origenes, es uno de
los principales focos de talento y creatividad, que demuestra dia a dia que el
conocimiento y el saber no se consiguen sin esfuerzo. La independencia de
criterio de sus miembros, la libertad de obrar y de pensar, el compromiso y la
ejemplaridad de sus integrantes hacen de nuestra institucién, como del resto
de las academias cientificas y culturales, unos referentes para la sociedad ac-
tual, inmersas en la realidad en la que viven y se desarrollan.

Pocos sucesos pueden contentar mas a un profesor universitario que un acto
como el que hoy celebramos, tender la mano a otro companiero ante el ingreso
en la corporacién que nos convoca. Comprendan que cuando se trata de una
relacion fraternal, en el literal sentido de la palabra, la satisfaccion es infinita.

En la vida de una persona es muy importante, y privativo de muy pocas, ser
elegido miembro de una Academia cientifica. Este es el momento que hoy vive
el Prof. Osuna. Su presencia en este acto como protagonista no ha sido fruto
de la casualidad, sino de una larga y feliz historia que, por motivos de tiempo,
procedo a resumir.

Octavio Paz, en su estudio sobre el poeta portugués Fernando Pessoa es-
cribié que “los poetas no tienen biografia. Su obra es su biografia”. Pues bien,
parafraseando estas palabras “los cientificos no tienen biografia, es su obra
su propia biografia”. Antonio, nuestro nuevo académico, es la biografia de un
hombre de ciencia, pero sus cualidades le han acompanado més all4 de la in-
vestigacion y sus aficiones llenan también de contenido su existencia. El Pro-
fesor Osuna nacié junto a los Jardines del Triunfo en Granada. Es el mayor de
tres hermanos, él parasitdélogo, Ignacio bioquimico y quien les habla, especia-
lista en Medicina Legal y Forense. Los tres somos hombres de ciencia, aunque
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de especialidades muy diferentes, pero que en algin momento nos hemos en-
contrado. Por ejemplo, en la busqueda de una causa etiolégica infecciosa a la
muerte sibita cardiaca o una causa parasitaria cerebral en la génesis de res-
puestas exacerbadas a determinadas estimulos que se reflejen en conductas
inadaptadas, en las que la bioquimica cerebral, conocida como neuroquimica
puede también estar presente.

A nuestros padres les debe, les debemos, la formacién como persona, forjan-
do nuestra su vida y nuestro caracter. La influencia de nuestro abuelo José,
farmacéutico titular de Almuniécar, por aquel entonces encargado de preparar
férmulas magistrales y amante de la quimica, y sin duda, el influjo de nuestro
padre, Antonio, médico especialista de digestivo fueron responsables de nues-
tra inclinacién hacia disciplinas cientificas. Todo ello, con la mirada siempre
atenta y la compaiiia silenciosa, pero constante y abnegada de nuestra madre
Carolina. Es curioso, pero ninguno nos dedicamos a la Farmacia ni a la Medi-
cina clinica, pero nunca fue objeto de reproche alguno, sino todo lo contrario:
estimulo y apoyo para conseguir nuestras aspiraciones.

Antonio estudio en el colegio de los Escolapios de Granada. Como a muchos
de los nifios de entonces, le maravillaban los animales y la ciencia. Le encan-
taba la naturaleza y rara era la vez que no traia después de las multiples
excursiones que hacia con el colegio o con los amigos, algin insecto, anfibio
o reptil a casa. La paciencia de nuestra madre fue inmensa. Méas de una vez
estos animales se escaparon por la vivienda, e incluso en alguna ocasion a las
de los vecinos escuchandose los consiguientes gritos. Nuestro abuelo le regal6
un pequeno microscopio con el que se acercaba a escudrifar la vida celular.

En vacaciones, Antonio pasaba largas temporadas en Almunécar junto a
sus abuelos donde se perdia en la rebotica de la Farmacia y también surcaba el
mar con una pequena barca y buceaba en las incomparables calas. Ahora estos
parajes son su permanente refugio de reflexién y descanso.

Fruto de su primer matrimonio con Maria del Carmen Mascaré, también
catedratica de Parasitologia, son sus tres hijos Antonio, Fernando y Carolina,
quienes junto a su actual esposa Maria Teresa Galan, también parasitéloga
de la Universidad de Valencia, le acompafian y le ofrecen acertado y constante

consejo.
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El curriculum investigador del profesor Osuna es de una gran brillantez.
Disctlpenme, que lo sintetice para ajustarme al tiempo encomendado.

Antonio Osuna es licenciado en Biologia, de la segunda promocién de la Fa-
cultad de Ciencias, seccion Biolégicas de la Universidad de Granada. Entré
como alumno interno en el Departamento de Parasitologia, situado en la Facul-
tad de Farmacia en un edificio contiguo al Instituto Lépez-Neyra, llamado asi
en honor a su fundador Don Carlos Rodriguez Lépez-Neyra y de Gorgot, quien,
con 26 afos, en 1911, gand por oposicién la catedra de Granada. El Profesor
Lépez Neyra era un gran hombre, como persona y como cientifico, el mas citado,
después de Cajal, en la primera mitad del siglo pasado. Su discipulo y continua-
dor fue D. Diego Guevara Pozo, iniciador de la parasitologia experimental. Su
mejor discipulo y continuador, entre otros el primero en notoriedad, fue Anto-
nio Osuna a quien hoy tenemos el placer de presentar. El y la Profesora Mas-
car6 fueron los catedraticos de la tercera generacién nacida de aquel Instituto.

Antonio Osuna fue becario predoctoral del Ministerio de Educacién y Cien-
cia en el CSIC y posteriormente becario durante dos afios en el Imperial Co-
llege de Londres donde estuvo bajo la tutoria del Profesor Smyth, fisiélogo y
bioquimico especializado en helmintos, especialmente en Echinococcus.

Defendi6 la tesis doctoral en 1978 bajo la direccién del Profesor Guevara
Pozo, sobre un tema novedoso por aquel entonces, el cultivo in vitro de helmin-
tos parasitos obteniendo la maxima calificacién y el premio extraordinario del
doctorado. Comenzé como colaborador en la Catedra de Parasitologia de la Fa-
cultad de Farmacia en 1972, para posteriormente ganar las plazas de Adjunto
en 1980 y Catedratico de Parasitologia en 1987.

Dijo Platén “sin esfuerzo no se puede prosperar. Aunque la tierra sea buena,
no se puede tener una cosecha abundante sin cultivarla”. El éxito ensefia lo
que es el trabajo duro, la constancia que se esconde detras del esfuerzo de cada
dia y que nada es fruto de la suerte o de la casualidad. Nos muestra los aciertos
que hemos tenido en nuestro camino y que no debemos olvidar. Al respecto,
Antonio es perseverante y constante y estas cualidades le han ayudado para
superar las adversidades.

Desde el primer minuto, Antonio Osuna destacé por su amor a la investi-
gacion, su diligente dedicacién y su gran sentido de la responsabilidad, asi
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como por su caracter afable y caballerosidad en el trato con sus superiores,
companeros y alumnos. Son cualidades que le caracterizan y atesora. En toda
su trayectoria tuvo el acertado consejo de D. Federico Mayor Zaragoza.

El Profesor Osuna es una persona sencilla. Se considera con suerte y atri-
buye sus méritos a quienes le han formado y le han acomparfiado en su vida.
Nuestro nuevo Académico es “andariego”, ha recorrido el planeta, y sigue ha-
ciéndolo, buscando nuevas técnicas, buscando contactos cientificos o transmi-
tiendo su conocimiento.

Ha desarrollado su actividad investigadora en el estudio de los aspectos bio-
quimicos y moleculares de los parasitos, canalizando sus lineas de investiga-
cién entre la Parasitologia y la Inmunologia. Ha participado en 66 proyectos de
financiacién publica (nacionales, regionales, de la UE y del National of Health
Institute de Estados Unidos) y ha estado vinculado a companias farmacéuticas
en muchos de ellos (14 contratos). Es autor de numerosas actividades de trans-
ferencia de investigacion. Posee 19 patentes nacionales e internacionales, 9 de
ellas licenciadas. Ha trabajado en centros de investigaciéon del Reino Unido,
Francia, Bélgica y Argentina. Ha colaborado con organizaciones supranacio-
nales como la UNESCO y la ONU. Es académico correspondiente de la Acade-
mia Nacional de Farmacia. Evaluador de Comités Evaluadores Nacionales e
Internacionales.

Fue Director de la OTRI (Oficina de Transferencia de Resultados Inves-
tigacién) de la Universidad de Granada 1988-1992; promotor y Director del
Instituto Universitario de Investigaciéon Biotecnolégica de Granada; promotor
del Programa de Doctorado de Calidad en Biotecnologia que dio paso al Master
en Biotecnologia y al Grado en Biotecnologia de la Universidad de Granada.

Ha sido Coordinador de la Catedra UNESCO de Medicina tropical de la
Universidad de Granada (1991-1999), organizador de la Catedra UNESCO
de Medicina Tropical en Maputo (Mozambique) y presidente de la Sociedad
Espafiola de Parasitologia, desde 2011 a 2015.

Ha publicado un total de 247 trabajos cientificos la mayoria de ellos en las
revistas de mas elevado impacto con un total de 7203 citas y un indice h de 45,
lo que significa que cuenta con 45 publicaciones de las que al menos 45 autores

que hicieron otros trabajos cientificos en otros lugares del mundo, le citan en
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apoyo o interpretacién de sus resultados. Su trabajo mas citado con 297 citas
es Extracellular vesicles in parasitic diseases publicado en Journal of extrace-
llular vesicles. Cuenta con seis sexenios de investigacién.

Maestro es quien traspasa sus propios dominios del saber y ensefia con ho-
nestidad, con responsabilidad y con honradez con un estricto respeto por la éti-
cay el aprecio de la verdad. El Profesor Osuna Ha dirigido 42 tesis doctorales y
reconoce que su mayor satisfacciéon es haber podido formar muchos cientificos
en Espana y en el extranjero, siendo su mayor deseo que la ciencia en Espana

sea reconocida por la sociedad y las instituciones.

Sefnor Presidente, Sefioras y sefiores.

En el discurso de recepcion publica del Profesor Segovia, Presidente de esta
Institucién, como académico electo el 25 de marzo de 2004 titulado “Las en-
fermedades parasitarias: jenfermedades tropicales o enfermedades de los po-
bres?” senalaba que nuestro conocimiento de las enfermedades parasitarias no
es separable de nuestro conocimiento de la raza humana; ambos han caminado
de la mano a lo largo de la evoluciéon. Los parasitos ya estaban con nosotros
cuando en las areas tropicales surgieron los primeros hominidos. Afectan con
mas gravedad a los paises mas pobres del mundo, sin embargo, como conse-
cuencia de la tendencia a la globalizacién, los movimientos migratorios y los
viajes a paises tropicales los profesionales sanitarios se enfrentan cada vez
con mayor frecuencia a estas enfermedades en cualquier lugar del planeta. La
OMS calcula que en el mundo hay entre 6 y 7 millones de personas que pade-
cen la enfermedad de Chagas y unas 100.000 en Europa, de las que entre 50
y 70 mil podrian encontrarse en Espafia, pais de destino y paso regular para
migrantes provenientes de América Latina.

La Region de Murcia fue elegida por la OMS como modelo para el resto de
las regiones de todo el mundo para erradicar la enfermedad de Chagas, gracias
a la labor del Profesor Segovia y de su equipo que demostr6 que el tratamiento
de la enfermedad en la mujer en edad fértil evita la transmision a su futu-
ro hijo, por lo que desde 2017 no ha nacido ningiin bebé con esta patologia.
Adema4s, también ha sido la primera regién mundial en incorporar el cribado

universal que incluye la prueba de Chagas a todas las mujeres embarazadas,
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con lo que se detecta todo posible caso de recién nacido infectado por esta en-
fermedad.

El Profesor Osuna en su discurso de ingreso titulado “Comunicacién Parési-
to-Célula; el sutil y engafoso susurro que mantiene el parasito Trypanosoma
cruzi” nos va a ilustrar sobre el sistema de comunicacién que el parasito man-
tiene con las células de su hospedador para invadirlas, multiplicarse y evadir
la respuesta inmunitaria. La invasién de la célula hospedadora no es un ata-
que frontal, sino un proceso mediado por la interacciéon de moléculas y meca-
nismos que confunden al sistema de defensa. En esta “sugerente y silenciosa”
manipulacién, desempenian un papel destacado las exovesiculas liberadas por
el parasito, que actian como mensajeros, transmitiendo informacién genética
y proteica a la célula del huésped y es la base de la permanencia del parasito y

la consiguiente persistencia de la enfermedad de Chagas.

Serior Presidente, sefiores académicos, sefioras y sefores.

Hoy acogemos al Profesor Antonio Osuna Carrillo de Albornoz. Permitanme
que en nombre de quienes constituimos la Real Academia de Medicina y Ciru-
gia de la Regién de Murcia le exprese nuestra mas calurosa acogida. Antonio,
bienvenido a esta Corporacion. Pasa y toma sosiego en ella, donde encontraras
lugar para la luz del conocimiento, el razonamiento y la grata discrepancia.

He dicho.
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‘Parasito-Célula; el sutil y enganoso
susurro que mantiene el parasito

Trypanosoma cruzi’

por

Dr. D. Antonio Osuna Carrillo de Albornoz






n primer lugar, deseo expresar mi mas sincero agradecimiento y la pro-

funda satisfacciéon que me produce estar hoy en esta Real Academia de
Medicina, una institucién clave en la promocién y el desarrollo de las Ciencias
Biomédicas en esta regiéon. Al igual que en mi tierra, la Universidad y la Aca-
demia han sido y contintan siendo motores esenciales del progreso social y
cultural desde su fundacién.

La Real Academia de Medicina de la Regién de Murcia, ejemplo temprano
para otras Academias, ha contribuido desde su creacion en la época de la Ilus-
tracién —hace ya més de dos siglos— a la difusién de la ciencia en general y
al avance del conocimiento médico y de las disciplinas cientificas vinculadas a
la sanidad, participando de forma inequivoca en la resolucién de problemas de
salud publica en esta region.

Permitanme manifestar también mi preocupacién por la dificultad que su-
pone para mi estar a la altura del nivel intelectual de los miembros de esta
institucién, mas atn al proceder de una disciplina que, si bien no esta alejada
de los principios fundacionales de esta Academia, representa para mi el reto
de estar a su nivel. Quiero agradecer al Sr. Presidente y a los académicos que
valoraron y aceptaron mi candidatura, en especial a la Ilustrisima Sefiora D?.
Maria de los Angeles Rodriguez Gonzélez, quien promovié mi nombramiento
como académico correspondiente y a los Ilustrisimos Sefiores D* Luisa Jimeno
Garcia y D. Juan Antonio Ruipérez Abizanda que la avalaron. Extiendo igual-
mente mi agradecimiento a otros académicos cercanos, como el Sr. Presidente,
el Excelentisimo Sr. D. Manuel Segovia Hernandez; al Excelentisimo Sr. D.
Eduardo Osuna Carrillo de Alborno, mi hermano, quien a propuesta del Pleno
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va a realizar mi presentacién —sin duda, desde una perspectiva nada objeti-
va— y que probablemente haya visto colmado asi el ultimo deseo familiar: que
yo hubiera sido médico sino un investigador que trabaja en temas relacionados
con la salud humana. No soy médico, ni un parasitélogo clasico; soy, méas bien,
un Bidlogo-Parasitélogo, que utiliza a los parasitos como modelo de estudio de
las interrelaciones parasito/hospedador, al menos asi me considero.

Mi labor se enmarca en el ya consolidado concepto “Una Salud” o One Heal-
th, segtn el cual los animales infectados actiian como reservorios de enferme-
dades infecciosas para los seres humanos y, a su vez, los humanos podemos
ser reservorios de enfermedades que afectan a los animales. Entre ellas se
incluyen numerosas patologias parasitarias —protozoosis y helmintosis—, asi
como enfermedades bacterianas y, como tristemente hemos experimentado en
los ultimos afos, diversas infecciones viricas emergentes. Los agentes infeccio-
sos, que han producido histéricamente las pandemias, las actuales y las que
con seguridad nos llegaran.

Permitanme, en un momento tan significativo para mi, expresar mi agra-
decimiento a todas aquellas personas a quienes debo gran parte de lo que soy;
en especial, a quienes me formaron y continian ensefidndome, permitiéndome
dedicarme con intensidad y vocacién a un trabajo que me apasiona. Extiendo
también ese agradecimiento a todas las personas que han formado parte de mi
grupo de investigacién y a quienes se formaron conmigo, porque sin su contri-
bucién no habria sido posible alcanzar los logros conseguidos hasta ahora. Y,
por supuesto, a todos los miembros de mi familia, que han compartido y su-
frido mi dedicacién, mis tres Hijos, Maite, y también como no, mis hermanos.

El conocimiento que poseemos es la herencia de quienes nos dedicaron su
tiempo para ensefiarnos.

Al redactar este discurso de agradecimiento, he recordado los primeros
momentos familiares que forjaron en mis hermanos, Ignacio y Eduardo, y en
mi, una temprana vocacién por la ciencia, especialmente por la biomedicina.
Aquellas conversaciones despertaban inquietudes intelectuales que, de forma
intuitiva y a veces inconsciente, he tratado de transmitir a mis propios hijos.
Considero que con éxito: dos de ellos se dedican hoy a la ciencia —uno al estu-

dio del comportamiento animal, con gran pasién por la divulgacion cientifica, y
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mi hija a la genética evolutiva—, si bien, lamentablemente, ambos desarrollan
su carrera fuera de nuestro pais. Casi a diario, aunque sea por teléfono, con-
versamos sobre sus experimentos, sus publicaciones y sus proyectos.

No puedo dejar de recordar a mi Padre, médico gastroenterélogo con una
profunda vocacién investigadora, alentada desde su infancia por su tio Fidel,
Fidel Fernandez Osuna, catedratico de Patologia de la Universidad de Grana-
da. Fidel, fue uno de los primeros cientificos en estudiar el parasitismo huma-
no en el sureste de Espana, en particular la leishmaniasis y las helmintiasis
intestinales, tema sobre el que versé su tesis doctoral. Mi padre vivié la docen-
cia y la investigacién como auténtica pasién, que transmitia a diario. En los al-
muerzos, viajes o excursiones buscaba siempre un momento para hablarnos de
fisiologia, fisiopatologia, de enfermedades “exéticas” —fruto de su gran interés
por la medicina tropical— o para comentarnos las tltimas novedades en inves-
tigacién biomédica. También compartia sus hipétesis sobre el papel del nticleo
en el cancer, la desregulacion del citoplasma y la membrana en distintas pato-
logias o la implicacién del sistema nervioso en la enfermedad. Cuanto habria
disfrutado al leer el reciente articulo publicado en Nature Neuroscience, “Neu-
ral anticipation of virtual infection triggers an immune response”’, donde se
demuestra que la mera visualizacién del riesgo de contagio mediante realidad
virtual activa los mecanismos celulares de la inmunidad innata.

Inici6 su tesis doctoral sobre la lepra en la Leproseria de Granada, (Hospital
de San Lazaro) en un proyecto sumamente ambicioso para la época, y aun no
resuelto, centrado en el cultivo “in vitro” del entonces llamado “bacilo de Han-
sen” (Mycobacterium leprae) y su posible inactivacién con fines inmunoprofi-
lacticos. Sin embargo, al igual que le sucederia después a mi abuelo materno,
su carrera cientifica quedé truncada por las circunstancias socioeconémicas
del momento. En nosotros proyectd sus ilusiones, como solemos hacer los pa-
dres con los hijos.

Mi abuelo materno, farmacéutico titular, fue discipulo del profesor Obdulio
Fernandez Rodriguez, catedratico de Quimica Organica de las Universidades
de Granada y, posteriormente, de la Central (hoy Universidad Complutense).
D. Obdulio, lleg6 a presidir la Real Academia de Farmacia y fue un adelantado
a su tiempo. Ya en 1913 publicé un libro sobre la necesidad de fortalecer la
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relacién entre la industria y la universidad (lo que hoy llamariamos transfe-
rencia tecnolédgica) con el objetivo de impulsar la industria espanola y la eco-
nomia del pais. Cuando D. Obdulio se trasladé a Madrid intent6, sin éxito, por
motivos econémicos, que mi abuelo lo acompanase. Aquel hecho se convirtid,
sin duda, en la espina que le acompand toda su vida.

Durante las numerosas vacaciones que pasamos con mi abuelo, siempre en-
contraba un momento para llevarnos a la rebotica, donde tenia su laboratorio.
Me ensenié preparaciones tefiidas con Giemsa, azul de metileno, tricrémico o
verde de malaquita, todas realizadas por él mismo. Determinar glucosa con el
reactivo de Fehling o amoniaco con el de Nessler. Su frase recurrente, cuando
le hacia una pregunta, era siempre: “Antonito, piensa”. Esperaba mi respuesta
y luego explicaba la solucién correcta. Gracias a él aprendi nombres cientificos
de plantas, reactivos quimicos y varios parasitos (entre ellos Taeniarhynchus
saginatus, Trichinella, Echinococcus o Bothriocephalo) . También nos ensefia-
ba experimentos quimicos, a menudo con resultados “explosivos”, y narraba
con entusiasmo c6mo montd junto a su hermano médico, la primera central
hidroeléctrica artesanal de Canillas de Albaida, en la Axarquia malaguenia,
actualmente en ruinas, pero ain conocida como la central de los “Carrillo”.

Tuve también la fortuna de contar, desde la adolescencia, con profesores
que alimentaron mi curiosidad cientifica. El Dr. Angel Sedano, profesor de
Ciencias Naturales que nos llevaba a algunos estudiantes de bachillerato, a
la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC) en Granada, donde realizaba su
tesis en cotutela con el Instituto Pasteur de Paris. Mas adelante, el profesor
Diego Guevara Pozo, director del Instituto Nacional de Parasitologia “Lépez-
Neyra” y mi director de tesis, me transmitié una visién amplia, integradora
y pluridisciplinar de la parasitologia, apoyada en conceptos fisiolégicos, bio-
quimicos e inmunolégicos y en la idea central de la “dependencia metabdlica”
de los parasitos frente a sus hospedadores. También guardo un profundo re-
conocimiento a D. Enrique Montoya, catedratico de Microbiologia y Virologia;
a D. José Gonzalez Castro; y a D. Miguel Monteoliva del CSIC, (Instituto
“Lopez-Neyra”). Y debo destacar, de forma muy especial, el ejemplo y los con-
sejos de D. Federico Mayor Zaragoza, mi catedratico de Bioquimica. Gracias
a él, durante mi etapa de estudiante, pude escuchar en Granada a figuras
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como Krebs, Arthur Kornberg, Severo Ochoa, Aleksandr Spirin o Juan Ord,
a quienes invitaba para impartir conferencias o recibir el nombramiento de
Doctor Honoris Causa.

Al finalizar mis estudios de Biologia —ni farmacéutico ni médico, contra
lo esperado y, aun asi, sin el menor reproche por parte de mi padre o de mi
abuelo; solo el significativo gesto de que mi abuelo vendiera la farmacia al
licenciarme— obtuve una beca de Formaciéon de Personal Investigador (FPI)
en el CSIC. Comencé entonces mi tesis bajo la direccion del profesor Guevara,
rompiendo con la parasitologia cldsica en un tema para mi excitante “el cul-
tivo in vitro de helmintos parasitos” (Fasciola hepatica y Taenia spp.), con el
objetivo de desentranar sus dependencias metabdlicas y las relaciones parasi-
to-hospedador. Fueron anos de intensa formacién, tanto en Granada como en
el Imperial College de Londres, de la mano del profesor J. D. Smyth, Parasi-
t6logo-Fisiblogo, especializado en helmintos, especialmente en Echinococcus.
Aquella estancia, financiada con la beca FPI y la del British Council, me per-
mitié defender la tesis —premiada con el Premio Extraordinario— y realizar
posteriormente otra estancia en el Reino Unido, en el centro de la FAO en
Guildford, bajo la supervisién del Dr. J. Seller, donde entonces trabajaban en
el virus de la fiebre aftosa. Fue alli donde nacié mi interés por los patégenos
intracelulares.

A mi regreso, y tras obtener una plaza de profesor ayudante, compaginé
la docencia con la investigacién en el Instituto “Lopez-Neyra”. Desde alli pu-
blicamos estudios sobre el cultivo in vitro de cestodos (Taenia hydatigena y
Taenia pisiformis), en los que conseguimos, a partir del estadio de cisticerco,
individuos con la genitalia formada, aunque sin desarrollo de anillos gravidos;
un resultado andlogo al obtenido con el trematodo Fasciola hepatica. Estos
trabajos fueron para mi un fuerte aliciente, pues Angela Taylor los recogi6 en
su libro Methods of Cultivating Parasites in Vitro (Academic Press, 1978).

En esa época dirigi varias tesinas de licenciatura sobre cultivo con Hymeno-
lepis y comencé a purificar antigenos secretados como fuente antigénica para
el diagnéstico inmunolégico de las helmintiasis. Afios después, esa linea me
permiti6 desarrollar una serie de publicaciones en una linea de trabajo sobre
diagndstico de la hidatidosis.
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El “gusanillo” del cultivo de organismos intracelulares pronto hizo efecto.
Inicié la direccion de mi primera tesis doctoral —dirigida a la Dra. Jiménez
Ortiz— sobre el desarrollo intracelular del organismo que ha ocupado la ma-
yor parte de mi carrera: Trypanosoma cruzi. A esta tesis le siguieron muchas
otras.

Este protozoo, bien conocido por los miembros de esta Academia, causa una
enfermedad que la Organizacién Mundial de la Salud considera “la mas impor-
tante de las olvidadas”. Afecta a unos ocho millones de personas en el mundo,
es endémica en 21 paises de América —incluido el sur de Estados Unidos— y
se transmite de forma natural por insectos Triatominos (chinches hematdfa-
gas). A diferencia de otras enfermedades transmitidas por artrépodos —Plas-
modium, virus del Nilo Occidental, virus del Zika, fiebre amarilla, chikunguna
o filariosis—, no se transmite por la saliva durante la picadura, sino por las
heces del insecto, que contienen las formas infectantes para mamiferos inclui-
do el hombre (tripomastigotes metaciclicos). Al entrar en contacto con la piel
lesionada o mucosas, estas formas penetran en nuestras células y se multi-
plican. Dado que la transmisiéon depende de la defecacién sobre el huésped,
algunas chinches del norte de las zonas endémicas de EE. UU., aunque sus-
ceptibles de infectarse en la naturaleza, apenas contribuyen a la epidemiologia
humana porque no defecan sobre la piel tras alimentarse. La enfermedad en
su fase crdénica hace que muchos de los pacientes parasitados, sufran graves
dafios cardiacos que puede causar la muerte subita o sindromes mega a nivel
intestinal, causando una serie de pérdidas por causa directa o en pérdidas de
horas trabajadas estimadas, solo en USA en el afio 2023, superiores en 1.9
veces las causadas por el HIV, 8.8 veces las causadas por la Malaria o 36 veces
las que ocasiona la tuberculosis (Steffany Vucetich et al. Lancet.2024).

Inicialmente restringida a América, la enfermedad adquirié relevancia glo-
bal por las migraciones humanas. En Espafia —segundo pais en nimero de
casos importados tras EE. UU.— se estima que viven unas 60 000 personas
afectadas, muchas infradiagnosticadas y no tratadas. Los principales riesgos
de transmision, en areas donde la enfermedad es importada, son las transfu-
siones, los trasplantes de tejidos u 6rganos y la transmisién vertical madre-fe-
to. Debe destacarse que un miembro de esta Academia (el Sr. Presidente) fue
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pionero en el control de la transmisién vertical, implantando protocolos de
cribado y diagnéstico en todas las gestantes de la Regiéon de Murcia, con inde-
pendencia de su procedencia; su iniciativa y experiencia ha despertado interés
en otros paises europeos, como Suiza.

En 1909, Carlos Chagas identificé las formas del parasito en el intestino
del insecto vector y describi6 su desarrollo intracelular obligado en mamiferos,
asi como las fases aguda y crénica de la enfermedad. Afios después, el médico
argentino Salvador Mazza ampli6 el conocimiento sobre sus manifestaciones
clinicas y su extensién geografica, hasta el punto de que algunos autores se
refieren a la tripanosomiasis americana como enfermedad de Chagas-Mazza.

La primera cepa del parasito con la que trabajamos, nos la doné el Dr. Blaz-
quez, del Instituto Nacional de Microbiologia de Majadahonda (actual Institu-
to de Salud Carlos III). El Dr. Gabaldén —insigne malariélogo venezolano— la
habia aislado en Maracay (Venezuela) tras capturar chinches infectadas en
el entorno del lago e infectar ratones con los protozoos obtenidos del recto de
los insectos. Trasladamos la pareja de ratones infectados al Instituto “Loépez-
Neyra” y, tras mantener la cepa por pases en raton, la compartimos con el De-
partamento Interfacultativo de Parasitologia de la Universidad de Granada,
al que yo también pertenecia y he desarrollado mi actividad.

Nuestros primeros estudios se centraron en el cultivo in vitro del protozoo.
Empleamos medios bifasicos tradicionales —agar-sangre con diferentes fases
liquidas—medios liquidos, inspirados en mi experiencia previa con cultivos de
fases tisulares de F. hepatica, con el objetivo de obtener masa de epimastigotes
destinados a estudios bioquimicos y a la produccién de antigenos. Suplemen-
tamos los medios con extractos de Rhodnius prolixus —procedentes del insec-
tario que creamos con triatominos recibidos también del Dr. Blazquez— y en
medios adaptados para células de insecto.

Por azar y nada mas que por azar, uno de las veces que preparabamos me-
dio Grace, para el cultivo de células de insecto, al ajustar el pH del mismo, la
chica que lo preparaba aumentdé la concentracién de acido clorhidrico, lo que le
obligb a afiadir una mayor cantidad de hidréxido sbdico, se esterilizé y a los 7
dias empezamos a ver en el sobrenadante del medio gran cantidad de formas

muy delgadas que bajo tincién resultaron ser formas tripomastigotas metaci-
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clicas y que alcanzaban casi un 90% del total de las formas del cultivo. A partir
de ese momento y tras repetir, en funcién de las anotaciones del cuaderno de
laboratorio, comenzamos a usar ese medio, confirmandose la capacidad infec-
tiva tanto para células en cultivo como “in vivo” en ratén, lo que nos permitié
disponer en cantidad, las formas infectivas del parasito.

Paralelamente, continué con el estudio de amebas de vida libre, y publica-
mos los resultados sobre el cultivo “in vitro” de helmintos y de las llamadas
“amebas come-cerebros”: Naegleria, Acanthamoeba 'y Hartmannella, en revis-
tas internacionales. Los trabajos con 7. cruzi crecieron en alcance: estudiamos
la interaccién parasito-célula (en macréfagos y células Hel.a), el metabolismo
glucidico y energetico de formas infectivas y no infectivas, y distintos aspectos
del cultivo y de la invasién celular. Publicamos inicialmente en la Revista Ibé-
rica de Parasitologia (CSIC) y posteriormente en revistas internacionales. Esa
mayor visibilidad atrajo la colaboracién de varios laboratorios farmacéuticos
(Made, Esteve, Antibidticos S.A., Janssen Pharmaceutica), interesados en eva-
luar nuevas moléculas con potencial quimioterapico frente a T. cruzi. Aun asi,
una tras otra sufriamos una decepcién recurrente: compuestos prometedores
“in vitro” fracasaban “in vivo”. Pese a ello, esos ensayos generaron financiacion
adicional, publicaciones y una infraestructura de laboratorio solvente. Tam-
bién nos permitié probar los compuestos en otros parasitos, como las amebas
anfizoicas y, claro, aumentar el curriculum del grupo de investigacién. La cola-
boracién con la empresa belga SOPAR dio lugar a la primera patente conjunta
de la Universidad de Granada con una empresa: un método de encapsulacién
de anfotericina B en nanoparticulas de cianoacrilato para tratar la leishma-
niasis canina.

A modo de ejemplo del volumen de trabajo, ensayamos mas de 6000 com-
puestos procedentes de la coleccién de moléculas con actividad farmacolégica
de uno de los laboratorios mencionados. Y sin el uso de “robots” como actual-
mente se emplea. Iniciamos ademads colaboraciones con grupos de sintesis or-
ganica e inorganica: con el profesor Jacques Barbe (Université de la Médite-
rranée, experto en acridinas), con el profesor Dan Craciunescu (Universidad
de Bucarest y, posteriormente, Universidad Complutense de Madrid) y con los
doctores José Elguero y Rosa Claramunt (Instituto de Quimica Médica, CSIC).
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A su regreso a Espana, el Dr. Elguero —mas tarde presidente del CSIC— im-
pulsoé propuestas de mejora de la gestion cientifica, algunas de las cuales, como
suele ocurrir, desgraciadamente, en mi opinién, no llegaron a implementarse.
La colaboracién con el Instituto de Quimica Médica continué de forma intermi-
tente con la Dra. Pilar Navarro y el Dr. Christophe Dandoville.

Durante esos anos visité casi semanalmente el Centro de Biologia Molecular
de la Universidad Auténoma de Madrid. Asisti a seminarios internos y confe-
rencias y aprendi de primera mano técnicas de biologia molecular aplicables al
estudio de 4cidos nucleicos: secuenciacion, clonacién, recombinacién, marcado
radiactivo y autoradiografia. Las aplicamos a 7. cruzi para investigar el me-
tabolismo glucidico en sus diferentes formas, el papel del calcio en la interac-
cién parasito-célula, la refractariedad a reinfecciones en células previamente
infectadas y, con recursos artesanales, montamos un equipo de PCR. Muchas
de estas observaciones aun se citan; otras siguen sin explicacién, como el au-
mento del volumen nuclear en células infectadas sin incremento concomitante
de sintesis de ADN, o el flujo de macromoléculas marcadas radiactivamente
desde el parasito hacia el nucleo celular.

El acuerdo entre la Universidad de Granada y la Universidad de Gante —
fundamentado en sus vinculos histéricos con el emperador Carlos I— favorecié
el intercambio de profesorado. A propuesta del Prof. De Rycke, director del
Departamento de Zoofisiologia e investigador en fisiologia de cestodos, imparti
en esa Universidad, durante varios afios clases sobre cultivo de helmintos y
codirigi la tesis doctoral del Dr. Dirk Janssen acerca de la inmunomodulacién
ejercida por el liquido hidatidico sobre células linfoides. Publicamos sucesivos
trabajos sobre la respuesta humoral aplicable al diagnéstico y prondstico de la
hidatidosis humana, la caracterizacién antigénica de inmunocomplejos circu-
lantes y desarrollamos, mediante un proyecto EUREKA de la UE, un kit de
diagndstico basado en captura y cuantificaciéon de IgE frente al antigeno B del
liquido hidatidico.

En paralelo estudiamos y publicamos la fisiologia de células parasitadas por
amastigotes intracelulares: aumento del calcio citosdlico y movilizacién del ca-
tién desde depdsitos internos; efecto del interferén a/y sobre la multiplicacién e

invasién; y cambios del pH intracelular relacionados con la evasién lisosomal.
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Observamos que las células infectadas resisten la toxina diftérica —que re-
quiere procesamiento por parte de los lisosomas— y, por el contrario, son mas
sensibles a la ricina, mas toxica en células con pH intracelular relativamente
basico. En suma, las células parasitadas por 7. cruzi resisten la accién de la
toxina diftérica y muestran hipersensibilidad a la ricina.

Es bien conocido que las células liberan sustancias de diversa naturale-
za quimica que facilitan la cooperacién intercelular; los parasitos no son una
excepcién. Este conjunto de moléculas secretadas —que les permite digerir,
crecer, evadir la respuesta inmune y colonizar al hospedador— constituye el
“secretoma”.

La infeccién celular por T. cruzi conlleva, como se ha indicado, multiples
alteraciones: movilizacién de calcio desde depdsitos intracelulares, cambios
del citoesqueleto y permeabilizacién de la membrana plasmatica a macromo-
léculas, inducidos por el secretoma del parasito, lo que se ha llamado TESA,
empleado en los diagnésticos inmunolégicos.

El estudio de las proteinas secretadas y de sus efectos durante el contacto
inicial e invasién marco el inicio de mi linea actual. Identificamos que, al con-
tactar con la célula diana, los parasitos secretan una proteina de 56-60 kDa
capaz de disminuir la sintesis proteica de la célula, y que reproducian algunos
de los cambios fisiologicos de las células parasitadas y permeabilizar la mem-
brana, de modo que macromoléculas como a-sarcina —ribotoxina de Aspergi-
llus giganteus de ~17 kDa, sin receptor en la membrana celular — acceden al
citosol y bloquean la sintesis proteica mediante modificacion especifica e irre-
versible del ribosoma; un excelente marcador de permeabilizacién. La incuba-
ci6én celular con la proteina purificada reprodujo, como he mencionado, varias
de las alteraciones observadas en la interacciéon parasito/célula. Ademas, al
adsorberla en particulas de bentonita, estas particulas fueron endocitadas y
localizadas en el citoplasma; hecho que no observamos con particulas recu-
biertas con otras proteinas. Y los anticuerpos especificos frente a esta proteina
bloquearon la entrada de formas infectantes en células no fagociticas.

La secuenciacion reveld que la proteina pertenece a la superfamilia de las
“mucin-associated surface proteins (MASP)”, familia exclusiva de 7. cruzi, con

~1 500 genes y ~500 pseudogenes, sin ortélogos en otros parasitos ni en ma-
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miferos. Las MASP representan =~ 6 % del genoma del parasito. La publicacién
del genoma de T. cruzi por un consorcio internacional (El-Sayed y cols., 2005)
nos permitié profundizar en esta familia. Sus miembros se acumulan en el
aparato de Golgi y, tras su secrecion, se anclan a la membrana mediante GPI.
Comparten una regiéon N-terminal con péptido sefial (secrecién) y una regién
C-terminal (anclaje por GPI) que flanquean una regién central hipervariable,
presumiblemente clave en la interaccién parasito-célula y, por analogia con
T. brucei, potencialmente implicadas en la variacién antigénica; esta Gltima
hipétesis sigue sin confirmarse. Nuestra MASP-52 es, hasta la fecha, la Uni-
ca con funcién demostrada en la interaccién parasito-huésped, al facilitar la
invasién celular. El desarrollo de anticuerpos frente a las regiones constantes
(péptido senial y C-terminal), mediante péptidos sintéticos, nos proporciond
marcadores especificos para estudiar el secretoma particulado.

Investigamos el mecanismo de secrecién de estas proteinas mediante mi-
croscopia electronica (transmisién y barrido). Ahi, observamos la liberacion
de pequenias vesiculas (= 100—200 nm) a través de la bolsa del flagelo — desde
los llamados cuerpos multivesiculares— que se fusionaban con la membrana
de dicha bolsa. Con Microscopia de barrido de alta resolucién comprobamos
ademads que, en la superficie de todas las formas del parasito —epimastigotes
(no infectivos), tripomastigotes (infectivos) y amastigotes intracelulares ais-
lados y purificados— se formaban y liberaban vesiculas esféricas rodeadas de
membrana, de mayor tamano (= 200-500 nm). Concluimos que, ademas del
secretoma soluble, T. cruzi libera un secretoma particulado constituido por
exovesiculas: exosomas (particulas pequefias) y ectosomas (particulas de ma-
yor didmetro).

La primera descripcién de las exovesiculas data de 1967. En ese trabajo
se identificaron, mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM), fac-
tores protrombéticos inicialmente considerados lipoproteinas, localizados en
pequenas vesiculas liberadas por plaquetas y denominados “desechos plaque-
tarios” (Wolf, 1967). Se informé de un tamafo de unos 50 nm y una densidad
de 1,020-1,025 g/mL. Afios después, Dalton observé numerosas vesiculas de ta-
mano similar en suero fetal bovino (Dalton, 1975). En 1983 se describié que los

reticulocitos de rata y oveja exportaban transferrina en condiciones nativas al
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medio extracelular (Pan & Johnstone, 1983). No fue hasta 1987 cuando se atri-
buy6 funcién a estas vesiculas: Johnstone demostré que las vesiculas extrace-
lulares (EV) liberadas por reticulocitos ovinos conservaban caracteristicas de
la membrana plasmatica —incluido el receptor de transferrina—, mientras
que actividades enzimadticas citosélicas no resultaban detectables. Concluyé
asi que la externalizaciéon vesicular constituye un mecanismo de liberacién
selectiva de componentes de membrana (Johnstone et al., 1987).

Hoy sabemos que las EV desempenan un papel central en la comunicacién
intercelular no mediada por contacto directo a través de los desmosomas. Como
nanoparticulas presentes en fluidos biolégicos, pueden actuar a escala sisté-
mica/endocrina (células distantes), paracrina (células cercanas), yuxtacrina
(células adyacentes) e incluso autocrina (sobre la propia célula) (Barteneva et
al., 2013; de Pablos Torr6 et al., 2018; Yanez-Mo6 et al., 2015). Se ha estudiado
mas su papel en estados patolégicos que en su funcion fisiolégica, su funcién de-
pende del cargo, el cual a su vez depende del tipo celular de origen y del estado
fisiol6gico del organismo, es decir no todas las exovesiculas son iguales y no to-
das deben tener la misma funcién, lo que implica que todas las células del orga-
nismo, actiian como diferentes “glandulas”, de funciones aun por desentrafar.

En las primeras descripciones se emple6 el término exosoma. A la luz de los
avances en tamano, densidad, biogénesis y composicion, hoy distinguimos va-
rias poblaciones: cuerpos apoptoticos, ectosomas o microvesiculas y exosomas.
Siguiendo las recomendaciones de la International Society for Extracellular
Vesicles, usamos el término general vesiculas extracelulares o exovesiculas,
que pueden clasificarse por tamano y origen (Théry et al., 2018; Witwer et al.,
2021). Las de mayor tamano son los cuerpos apoptéticos, que pueden alcanzar
varias micras de diametro, en ellas se encuadran las que se han denominado
como “migrasomas” particulas formadas por la membrana plasmética con res-
tos de citoplasma en su interior adherida a los sustratos o los “oncosomas”.

Como es conocido, la apoptosis es un proceso de muerte celular programa-
da inducible por multiples estimulos, tanto en condiciones fisiol6gicas como
patolégicas, y ocurre en organismos multicelulares y unicelulares (levaduras,
bacterias y protozoos) (Citterio et al., 2015; de Souza et al., 2003; Falcioni et
al., 2008).
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Los cuerpos apoptoticos son las exovesiculas de mayor tamano, con un dia-
metro de entre 500 y 5 000 nm (Akers et al., 2013; Battistelli & Falcieri, 2020).
Presentan una densidad de 1,16-1,28 g/mL y una morfologia heterogénea (van
der Pol et al., 2012). Se liberan al medio extracelular por gemacién de la mem-
brana plasmadtica, un proceso regulado por diversas enzimas quinasas (mo-
léculas que transfieren grupos fosfato desde el ATP a otras proteinas) como
PAK2, LIMK1 y ROCK1. Estas activan a Racl y CDC42, que remodelan el
citoesqueleto. Posteriormente, otras enzimas como Pannexin-1 y Plexin-B2 fa-
cilitan la formacion de las vesiculas (Santavanond et al., 2021; van der Pol et
al., 2012).

Para mantener la homeostasis, el sistema inmunitario debe eliminar estos
cuerpos; de lo contrario, su acumulacion puede inducir respuestas autoinmu-
nes al exponer autoantigenos que normalmente permanecen ocultos (como
ADN, histonas o mitocondrias). Este fendmeno se ha relacionado, con el lupus
eritematoso sistémico (Bilyy et al., 2012; Muiioz et al., 2010) y podria también
contribuir a la formacién de autoanticuerpos en la enfermedad de Chagas (an-
ti-actina, anti-mitocondriales, antinucleares).

El siguiente grupo en tamano lo constituyen los ectosomas (también lla-
mados microvesiculas o microparticulas), que miden entre 150 y 500 nm (Ka-
lluri & LeBleu, 2020), un rango que puede solaparse con el de los exosomas.
Aun asi, se han identificado biomarcadores relativamente especificos de los
ectosomas, como metaloproteinasas, glicoproteinas (GPIb, GPIIb, P-selectina),
integrinas (por ejemplo, Mac-1) y otras proteinas (ATP5F1A/B, DHX9, GOTZ,
HSPA5, HSPD1, MDH2, STOML2) (Gasser et al., 2003; Liu et al., 2022; Me-
zouar et al., 2015), generalmente presentes en la membrana plasmatica.

Al igual que los cuerpos apoptéticos, los ectosomas se originan a partir de
la membrana plasmatica por gemacién o evaginacion. Su membrana es rica
en colesterol, diacilglicerol y fosfatidilserina en la cara externa (Théry et al.,
2009). En Trypanosoma cruzi, los ectosomas transportan la mayor parte de
las mucinas y proteinas MASP, junto con proteinas y lipidos propios de las
“balsas lipidicas” (“o “dominios rafts”) de la membrana. Su formacién depende
de la redistribucién de los fosfolipidos y de la contraccién del citoesqueleto.

Intervienen en este proceso las translocasas de fosfolipidos: las flipasas (que
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trasladan lipidos desde la cara externa hacia la interna) y las flopasas (en sen-
tido inverso). La exposicién de fosfatidilserina en la superficie celular induce
la evaginacién, que se completa mediante interacciones entre actina y miosina
(Akers et al., 2013). La accién de estas enzimas podria contribuir a la permea-
bilizacién celular inducida por las exovesiculas del parasito.

Aunque los ectosomas estan presentes en la mayoria de los fluidos biolégi-
cos, su liberacion aumenta durante el estrés celular (Théry et al., 2009; van
der Pol et al., 2012). Su contenido y funcién son variados y, en general, menos
conocidos que los de los exosomas, probablemente debido a su mayor hetero-
geneidad y a que sus rutas biogénicas parecen menos reguladas que las de los
exosomas (Kalra et al., 2016).

Entre las vesiculas rodeadas por membrana se encuentran los exosomas;
y, ademas, se han descrito muy recientemente, particulas denominadas exé6-
meros, que carecen de membrana. Desde su descubrimiento, la comunidad
cientifica ha estudiado su contenido, su formacién y sus funciones tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Los exosomas miden entre 30 y 150
nm (Kalluri & LeBleu, 2020) y presentan una densidad de 1,13—-1,19 g/mL. Su
morfologia clasica bajo microscopia electrénica de transmisién recuerda a una
“copa”, aunque mediante microscopia de fuerza atémica pueden observarse
con forma “lagrimal” (Akers et al., 2013; van der Pol et al., 2012), al igual que
los exosomas de las formas infectantes de 7. cruzi.

Los exémeros, por su parte, son nanoparticulas sin membrana de 30-50
nm, compuestas principalmente por proteinas implicadas en el metabolismo
de los carbohidratos. También los hemos detectado en T. cruzi, y constituyen
el objeto de un estudio actualmente en preparacién.

A diferencia de los ectosomas y los cuerpos apoptdticos, los exosomas se
forman dentro de los endosomas mediante un proceso altamente regulado. En
su biogénesis participan numerosas proteinas que actian como marcadores,
y puede desarrollarse a través de rutas dependientes o independientes del
complejo ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) (Han et
al., 2022; Zhang et al., 2020). El complejo ESCRT esta formado por los sub-
complejos ESCRT-0, -1, -II, -III y la ATPasa VPS4 (vacuolar protein sorting
4) (Hurley, 2010). ESCRT-0 reconoce proteinas ubiquitinadas —por ejemplo,
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mediante su dominio FYVE, que se une al fosfatidilinositol-3-fosfato—. Poste-
riormente, los complejos ESCRT-I y ESCRT-II facilitan el ensamblaje de ES-
CRT-III. Tras la hidrélisis de ATP por VPS4, ESCRT-III elimina la ubiquitina
de las proteinas incorporadas en las vesiculas intraluminales (ILV) y deforma
la membrana para producirlas.

También se han descrito mecanismos alternativos, independientes de ES-
CRT, mediados por proteinas como Alix y HD-PTP (Gurunathan et al., 2021;
Han et al., 2022; Pfitzner et al., 2020; Schoneberg et al., 2017). Estas vias
suelen depender de proteinas ancladas a las balsas lipidicas, como la esfingo-
mielinasa neutra 2 (nSMase2), caveolina-1, flotilina-1, tetraspaninas y coles-
terol (Han et al., 2022). Asimismo, las prohibitinas I y I (proteinas con las que
hemos trabajado sobreexpresando o eliminando sus genes en 7. cruzi y Lei-
shmania) parecen participar tanto en la eliminacién de radicales superéxido
como en la capacidad de multiplicacién intracelular de ambos parasitos (Cruz
Bustos et al., 2018; Ibarrola et al., 2021).

Otras proteinas, como caveolina-1 o la enzima de membrana nSMase2, tam-
bién desempenan un papel activo en la formacién de estas exovesiculas. Ca-
veolina-1, ademads, actiia como andamiaje en el ensamblaje lipidico-proteico,
inicia la formacién de caveolas y participa en la endocitosis dependiente de ca-
veolina (Parton et al., 2020). Flotilinas y prohibitinas (proteinas de las “balsas
lipidicas” o “dominios raft”) intervienen en el trafico endosomal (Kwiatkowska
et al., 2020).

Por dltimo, las tetraspaninas (CD9, CD37, CD63, CD81, CD83) forman mi-
cro dominios que reclutan otras proteinas y modulan la sefializacién celular.
Aunque T. cruzi carece de genes que codifiquen estas proteinas, los exoso-
mas de otros organismos si las contienen. En 7. cruzi, los exosomas carecen
de tetraspaninas, pero presentan abundantes MASP, trans-sialidasas y otras
proteinas de membrana especificas (De Pablos et al., 2016; Diaz-Lozano et al.,
2017). En la formacién de las ILV, las tetraspaninas modulan el contenido
y desempenan un papel esencial en la biogénesis exosomal (Kummer et al.,
2020; Ma et al., 2021; van Niel et al., 2011).

Se han propuesto mecanismos de liberacién y edicién del contenido vesicu-
lar mediados por Racl y CDC42, que favorecen la formacién de filamentos de
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actina (actina-F), la generacién de ILV y la exocitosis de exosomas (Ekstrom et
al., 2014; Kajimoto et al., 2013). Estas mismas proteinas modifican su expre-
sién durante la interaccién con exosomas derivados de T. cruzi.

Antes de su liberacién, los cuerpos multivesiculares (MVB) maduran tras
interactuar con el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico, las mitocondrias
y los lisosomas (Kwon et al., 2016; Rabas et al., 2021). En este proceso incorpo-
ran enzimas citosoélicas, metabolitos, proteinas del citoesqueleto (actina, mio-
sina, tubulinas), moléculas del MHC I/II, proteinas de estrés, ADN mitocon-
drial y nuclear (a veces unido a histonas o asociado a la superficie vesicular)
(Orrego et al., 2021), asi como ARN mensajeros, de transferencia, microARN y
ribosomales. Los fragmentos de ADN encontrados en exosomas suelen medir
alrededor de 200 pb. Como dato curioso, los exosomas purificados de suero con-
tienen aproximadamente un 30-75 % de microARN, un 10-20 % de ARNm y un
5-30 % de ARNr, mientras que los exosomas derivados de orina presentan un
2-10 % de microARN, un 5-12 % de ADN mitocondrial y un 30-60 % de ARNr.

En suma, el contenido de las EV varia segin la célula de origen y su estado
fisiolégico o patoldgico.

Durante anos, la funcionalidad de las exovesiculas fue controvertida. Ini-
cialmente se consideraron vias de eliminacién de desechos proteicos y de otras
macromoléculas. Hoy sabemos que, en particular los exosomas, cumplen fun-
ciones esenciales en la fisiologia, como revisaremos méas adelante. A modo de
anécdota: en uno de nuestros primeros congresos mostrando, por microscopia
electrdnica, exovesiculas en T. cruzi, un asistente —de renombre— pregunté
por qué “perdiamos el tiempo” estudiando la “basura” que excretan los parasi-
tos (realmente fue mas escatolégica la palabra empleada). Respondi que, del
mismo modo que se estudiaban las excretas para entender algunas patologias,
nosotros analizamos lo que excretaban de forma particulada estos protozoos.

En conjunto, exosomas y, en general, todas las exovesiculas constituyen una
via alternativa de secrecidn para proteinas sin péptido sefal, y también un
vehiculo para otras macromoléculas (Schorey & Bhatnagar, 2008).

Las células pueden incorporar y secretar exosomas de forma simultanea; las
tasas de entrada y salida varian segun su estado fisiol6gico, lo que respalda
que los exosomas inducen selectivamente sefiales de activacién o represion de
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rutas biosintéticas y/o metabdlicas en células receptoras, modulando procesos
de desarrollo, respuesta inmune y enfermedad (Kalluri & LeBleu, 2020). Ade-
mas, los acidos nucleicos presentes en exosomas son biolégicamente activos
y permiten intercambio de informacién genética tanto en células eucariotas
como en procariotas, con efectos en la regulacién postraduccional de la célula
diana (Montecalvo et al., 2012; van der Pol et al., 2012). Su accién como ya se
ha indicado puede ser endocrina, paracrina, yuxtacrina o autocrina, segun las
células con las que interactiian (de Pablos et al., 2017).

Se ha estudiado, entre otros, el papel que juegan los exosomas en la apari-
cién de enfermedades cardiacas y metaboélicas. Los exosomas transfieren me-
tabolitos que median la comunicacién entre las células B pancreaticas, el tejido
adiposo, los mutsculos esqueléticos, o en el higado (Guay & Regazzi, 2017). Asi-
mismo, en modelos de obesidad, la sefializacién entre adipocitos y macréfagos
esta mediada por exosomas, los cuales favorecen la aparicién de resistencia
a la insulina. Los ratones obesos alimentados con una dieta rica en grasas
muestran distintos miARN en los exosomas circulantes, los cuales promueven
la resistencia a la hormona en el tejido adiposo blanco de los ratones (Castafio
et al., 2022; Z. Deng et al., 2009). Exosomas secretados por cultivos de célu-
las humanas y murinas (células endoteliales, células progenitoras cardiacas,
fibroblastos cardiacos, cardiomiocitos) se han asociado con la aterosclerosis,
las enfermedades cardiovasculares (ECV), diabetes y la adaptacién metabdlica
asociada con la insuficiencia cardiaca (Zhang et al., 2017). Por Gltimo, el efecto
protector frente a la aterosclerosis se ha demostrado en ratéon: donde exosomas
derivados de plaquetas reducen la expresion del receptor CD36 en macréfagos
y disminuyen la captaciéon de LDL (“colesterol malo”) (Srikanthan et al., 2014).

Los exosomas pueden desemperfiar un papel relevante en el control o en
el favorecimiento de enfermedades neurodegenerativas. Pueden promover
o limitar la agregacién de proteinas mal plegadas (como el B-amiloide) en el
sistema nervioso central, ejerciendo funciones desintoxicantes y neuroprotec-
toras; también pueden facilitar la expansién y agregacién de proteinas Tau
mal plegadas, lo que contribuye a la progresién de estas patologias (Budnik et
al., 2016; Levy, 2017; Quek & Hill, 2017). La propagacién patologica de Tau,
proteina asociada a microtibulos que estabiliza el citoesqueleto neuronal, se
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suma a otras funciones atribuidas a los exosomas, como transportar antigenos
proteicos derivados de infecciones virales o preparar nichos premetastasicos
distantes del tumor primario, facilitando la metastasis (Becker et al., 2016).
Se ha descrito, ademas, la presencia de ADN mitocondrial (ADNmt) en exo-
somas de fibroblastos tumorales, capaz de inducir fosforilacién oxidativa en
células tumorales mamarias y de sacar de la latencia metabdlica a células
tumorales quiescentes en modelos murinos (Sansone et al., 2017). Asimismo,
los exosomas promueven la angiogénesis tumoral, un paso critico para el cre-
cimiento y la diseminacién metastasica (Kucharzewska et al., 2013; Zhou et
al., 2014). Los exosomas liberados por tumores de mama pueden actuar como
sefiuelos antigénicos para anticuerpos terapéuticos (anti-CD20, anti-HER2),
reduciendo su eficacia frente a las células cancerosas (Ciravolo et al., 2012).
Este efecto de sefiuelo lo hemos descrito también en enfermedad de Chagas
(Diaz-Lozano et al., 2017): los exosomas forman inmunocomplejos, tras “se-
cuestrar” anticuerpos con resultado de modular la enfermedad.

Ademas de favorecer nichos metastésicos, los exosomas derivados de cancer
colorrectal pueden promover quimiorresistencia al potenciar el crecimiento de
células madre tumorales mediante transferencia horizontal de miARN y ARN
largos no codificantes (IncRNA), lo que reducen la eficacia de los farmacos (Au
Yeung et al., 2016; Binenbaum et al., 2018; Chen et al., 2014; Quet al., 2016).
Junto a estas funciones, los exosomas inmunomodulan de forma notable: pre-
sentan antigeno (MHC I/II), favorecen la activacion Treg o inducen respuestas
inflamatorias con producciéon de IFN-a, IFN-y y TNF-q, facilitando la madura-
cién de células dendriticas y la activacién de linfocitos T CD4* y CD8* (Giri &
Schorey, 2008; Wang et al., 2016).

El ADN contenido en exosomas liberados por bacterias intracelulares
como Listeria, Legionella pneumophila y Francisella tularensis puede acti-
var la sefalizacién en células vecinas e inducir respuesta inmune innata
(Nandakumar et al., 2019). Asimismo, exosomas procedentes de macréfagos
infectados por Mycobacterium avium transfieren componentes bacterianos a
macroéfagos no infectados y activan los Toll Like Receptors (TLR), desencade-
nando una respuesta proinflamatoria (Bhatnagar & Schorey, 2007). Proba-

blemente, el equilibrio entre exosomas que activan células T/B y aquellos que
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inhiben su funcién constituye un elemento clave en la patogénesis de multi-
ples enfermedades —canceres, cardiovasculares y autoinmunes— (Schorey
et al., 2015).

La presencia ubicua de EV en fluidos biolégicos y el conocimiento de biomar-
cadores detectables permiten su uso como biomarcadores mediante biopsia li-
quida, con claras ventajas diagnosticas. La toma de muestra resulta minima-
mente invasiva y pueden emplearse, ademas de sangre, orina, saliva o leche
materna.

Como se indico, la biogénesis exosomal permite la captura de una carga
molecular extracelular e intracelular compleja que puede ser muy util en las
pruebas de diagnoéstico multiparamétricas integrales. El conocimiento de las
proteinas de superficie exosomal posibilita su captura y enriquecimiento para
estudiar proteinas y acidos nucleicos. Esta aproximacién ha mostrado utilidad
diagnéstica y prondstica en tumores (higado, mama, colon, pancreas, leuce-
mias) (Salehi & Sharifi, 2018; Bernard et al., 2019; Thakur et al., 2014; Fitts et
al., 2019), en enfermedades cardiovasculares (Jansen & Li, 2017; Zhang et al.,
2017), en enfermedades infecciosas (p. €j., tuberculosis) o neurodegenerativas
(Kanninen et al., 2016). M4as recientemente se ha propuesto su uso en diag-
nosticos psiquiatricos: un estudio de agosto de 2025 sugiere que fragmentos de
ADNmt libre y en exovesiculas séricas podrian constituir marcadores de es-
quizofrenia (Ankeeta et al., 2025; Neuropsychopharmacology 50, doi:10.1038/
$41386-025-02204-1).

En esta linea, nuestro grupo ha publicado métodos para el diagnéstico y
seguimiento de la enfermedad de Chagas crénica y postratamiento basados
en la deteccion de ADN exosomal (ADNexo), evidenciando ADNg y ADNmt
del parasito incluso cuando la parasitemia resulta indetectable por métodos
convencionales incluido por PCR (Lozano N. et al., 2023; 2024). Asimismo,
para entornos con baja dotacion instrumental, hemos puesto a punto técnicas
inmunolégicas que detectan proteinas especificas del parasito, en particular el
péptido senial de MASP en exovesiculas séricas de pacientes cronicos y de neo-
natos de madres afectadas, cuando los estudios confirmatorios de transmisién
vertical no son concluyentes. Estos pacientes representan un reto sanitario en
paises sin transmisién vectorial o con transmisién controlada.
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Otros usos de exovesiculas en estudio incluyen su empleo como adyuvantes,
portadores de antigenos vacunales, inmunomoduladores y vehiculos de farma-
cos, dada su capacidad de atravesar barreras bioldgicas, incluida la hematoen-
cefalica. Considerandose que los métodos de infiltracién actualmente emplea-
dos en traumatologia con suero del paciente, en realidad hacen su efecto como
consecuencia del enriquecimiento en exovesiculas provenientes de las células
del plasma en las zonas inflamadas. Si bien el uso de exovesiculas proceden-
tes de células madre, que actualmente se le estd intentando publicitar para
revertir el envejecimiento de la piel, puede acarrear una serie de riesgos aun
inexplorados.

La liberacién de vesiculas hoy clasificadas como ectosomas por formas no
infectivas de Trypanosoma cruzi fue descrita por Franco da Silveira y colabo-
radores (Biochim. Biophys. Acta, 1979; 550:222-232). En un principio, muchos
autores interpretaron este fenémeno como un mecanismo de renovacién o “lim-
pieza” de la membrana (similar al “shedding” o “capping” descritos en células
linfoides y otros protozoos) para retirar anticuerpos unidos a la membrana.

Mediante microscopia electronica, observamos la liberacién de nanoparticu-
las y optimizamos su purificacién a partir de formas aisladas del parasito y de
sus condiciones de cultivo. El procedimiento consistié en incubar las distintas
formas durante un tiempo limitado, verificar su viabilidad para minimizar la
presencia de cuerpos apoptdticos y aplicar un protocolo combinado de centrifu-
gacion diferencial, filtracién (que deja pasar exosomas) y ultracentrifugacion
durante varias horas.

El “botén” obtenido mostrd, por microscopia electrénica de transmisién
(TEM) y por microscopia de fuerza atémica (AFM), una poblacién homogénea
de vesiculas de 80-120 nm: esféricas o en forma de copa en TEM, y o de “gota”
en AFM. Los analisis de dispersién dindmica de luz (DLS) y de seguimiento
de nanoparticulas (NTA) confirmaron la homogeneidad global de las prepara-
ciones y, a la vez, la presencia de subpoblaciones dentro de estas exovesiculas.
La inmunocitoquimica bajo TEM revel6 proteinas MASP en superficie: ~46
% de las vesiculas reaccion6 con anticuerpos frente al péptido sefial (oro co-
loidal), ~7 % con el péptido C-terminal y ninguna con anticuerpos dirigidos a

las tetraspaninas, en concordancia con los inmunoblots previos. El control con
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un anticuerpo comercial anti-clatrina (proteina asociada con exosomas) marcé
~30 % de los exosomas purificados. Estos hallazgos avalaron la pureza de las
EVs de T. cruzi, y permitieron capturarlas en suero de pacientes para estudiar
su contenido.

Mediante un ELISA de captura —inmovilizando anticuerpos contra el pép-
tido senal de MASP—, en los sueros de pacientes crénicos con enfermedad
de Chagas se capturaron exovesiculas circulantes del parasito que portaban
estas proteinas, sin ortélogos en otros parasitos ni en humanos. La carga fue
similar entre grupos clinicos (~35-40 pg/mL, =1,5 X 10'* EV/mL), con valores
maés altos en pacientes con sintomatologia intestinal y més bajos en el grupo
indeterminado (Diaz-Lozano et al., 2016). Estas EVs fueron reconocidas por
antisueros anti-T. cruzi y por anti-CD9 (tetraspanina de mamifero), lo que
sugiere un origen mixto: exovesiculas procedentes de parasitos libres y/o de
células hospedadoras infectadas con las formas amastigotes.

En los sueros de los pacientes, estas exovesiculas forman inmunocomplejos
y aparecen recubiertas de IgG, predominantemente IgG2 e IgG4 (Lozano N. et
al., 2024). La disociacion acida de los complejos aumentd la sefial frente al pép-
tido sefial, especialmente en pacientes con patologia intestinal, lo que apunta
a un posible marcador pronostico de evolucién digestiva.

Asimismo, mostramos que las EV actian como sefiuelos antigénicos capa-
ces de captar anticuerpos séricos, y que los exosomas de formas infectivas y de
amastigotes intracelulares inhiben el complemento, con maxima inhibicién en
sueros de pacientes cronicos cardiacos (De Pablos et al., 2016; Diaz-Lozano et
al., 2017). Este efecto coincide con trabajos previos en los que las formas in-
fectivas bloquean la C3-convertasa del complemento; en concreto, se describid
que la proteina Tc13 del secretoma se une a C3b y C3d e inhibe la enzima clave
de la cascada (Cestari et al., 2012; Ramirez M.1., 2017).

El analisis proteémico de exosomas de formas no infectantes y de formas
infectantes (Retana-Moreira L. et al., 2021) identific6 528 proteinas en los
exosomas de tripomastigotes (infectivos) y 415 en los de epimastigotes (no
infectivos). Entre las asociadas a infectividad/virulencia detectamos cruzi-
paina (GP57/51; cistein-proteasa que interactiia con bradicinina y modula
entradas de Ca?'), GP63 (metaloproteasa también presente en Leishmania),

39



Discurso de ingreso

fosfolipasas A, y D, MASP y un grupo amplio de trans-sialidasas (=22 % del
proteoma, pertenecientes a las ocho familias descritas; Freitas et al., 2012).
Las trans-sialidasas cumplen una doble funcién: como lectinas de anclaje a
membranas con acido sialico terminal cuando carecen de centro catalitico (fa-
milia II), y como enzimas transferasas (familia I) que transfieren acido sidlico
a mucinas y otras glucoproteinas del parasito, aumentando su carga negativa.
A diferencia de la neuraminidasa de influenza —que elimina el acido sidlico—,
las trans-sialidasas lo transfieren a glicoproteinas que carecen de él. En exoso-
mas de parasitos invasivos detectamos 121 trans-sialidasas (familias I-VIII),
mientras que en EV de formas no infectivas hallamos 33, todas de familia IT
(no cataliticas). Estas enzimas presentan repeticiones de un péptido llamado
SAPA, que favorecen el anclaje a membrana, inducen respuesta policlonal,
resultandos ttiles en diagnéstico inmunolégico.

Mediante Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) localizamos estas protei-
nas en la superficie de las exovesiculas, igual que MASP; en cambio, la cis-
tein-proteasa cruzipaina se localiza en el interior de los exosomas (Presci-
lla-Ledezma et al., 2021).

(Cémo entran estas exovesiculas en las células? Los estudios por TEM con
inmunohistoquimica mostraron que los exosomas del parésito contactan con la
membrana plasmatica y, en menos de un minuto, inducen en células no fagoci-
ticas la formacién de lamelas, que intentan englobarlos para luego fusionarse
con la membrana. En otros casos, la exovesicula se adhiere, activa micropino-
citosis, se fusiona y vierte su contenido al citosol. Estas rutas dependen de los
ligandos presentes en la superficie de la exovesicula y receptores de la célula.

La entrada desencadena cambios fisiopatolégicos que, en parte, reproducen
lo que ocurre cuando el tripomastigote invade la célula (Retana-Moreira et al.,
2019). Con dosis muy bajas (30,38 pg/mL), las exovesiculas de formas infec-
tivas alteran rapidamente la organizacién del citoesqueleto celular: a los 15
min observamos desorganizacién de actina y reagrupamiento de vimentina; a
los 30 min aparecen proyecciones citoplasmaticas y se condensa un cinturén
de actina en el borde celular. Estos cambios se acompanan de bloqueo del ciclo
celular en GO—G1; aumento del Ca?* citosdlico por liberacion desde la mitocon-

dria y reticulo endoplasmico y resistencia a la apoptosis inducida por taxol.
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Cuando anadimos exovesiculas junto con tripomastigotes, la parasitacién au-
menta. Los efectos son reversibles, altamente especificos (no se observan con
EVs de células de mamifero, de otros tripanosométidos ni con parésitos in-
tracelulares como Toxoplasma), dependen de la temperatura y si se inactivan
por tratamiento enzimatico o por calor. De forma llamativa, esta interaccién
permeabiliza la membrana celular y la vuelve susceptible a la a-sarcina (toxi-
na de Aspergillus giganteus) o a IgG: por ejemplo, un anticuerpo monoclonal
de 180 kDa que reconoce un epitopo (aa 340-413) del receptor B-adrenérgico,
normalmente anclado al citosol, consigue atravesar la membrana. Este feno-
meno podria contribuir a la generacién de autoanticuerpos contra organulos
intracelulares, rasgo caracteristico de la patologia chagéasica.

En cuanto a la expresion génica, el analisis transcriptomico (Cornet Go-
mez et al., 2023) identific6 322 genes alterados: 168 sobreexpresados y 154
reprimidos. Destaca la activacién de genes de ubiquitinacion (Ube2C, SUMO1,
SUMOZ2), de SRGAP3 (proteina que inhibe a CDC42, clave en remodelacion
del citoesqueleto) y de la kinasa CSNK1G1, que inhibe la apoptosis. Este efec-
to antiapoptotico se refuerza con la aparicién del IncRNA HOXA-RNA2. Para
el parasito, evitar la apoptosis es ventajoso, porque las formas intracelulares
deben multiplicarse dentro de la célula; asi, las exovesiculas preparan el nicho
para la parasitacién intracelular de 7. cruzi. Entre los genes reprimidos se
incluyen componentes de las Rho-GTPasas (RhoA, Racl, Cdc42), esenciales
en senalizacion y citoesqueleto, y MALT1, cuya disminucién bloquea NF-xB,
factor central en inflamacién, maduracién y supervivencia de células inmunes.

La descripcién de macréfagos peritoneales de morfologia y funcién distintas
(grandes, LPM; y pequenos, SPM) en ratén (Ghosn E.E. y col.) mostré que,
tras la inyeccién intraperitoneal de LPS o de formas de 7. cruzi, la proporcién
cambia a favor de los SPM. Por otro lado, se sabe que la sialilacién (presencia
de acido sidlico) en la fracciéon Fe de las IgG modula la inflamacién: durante el
embarazo aumentan las IgG sialiladas y mejoran cuadros como la artritisde
diferentes etiologias; de forma analoga, la administracion de Fc sialilada redu-
ce los procesos inflamatorios.

Con estos antecedentes y dado que en pacientes con tripanosomiasis ame-

ricana circulan inmunocomplejos de IgG unidas a exovesiculas del parasito,
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planteamos una serie de experimentos: inoculamos en la cavidad peritoneal de
ratones exosomas, inmunocomplejos formados con IgG anti-T. cruzi (sialiladas
o no sialiladas, purificadas por cromatografia de afinidad) y, como controles,
solucién salina, formas de 7. cruzi o LPS. El lavado peritoneal y la citometria
de flujo mostraron que los LPM dominaban en ratones no estimulados, mien-
tras que tras LPS, T. cruzi o inmunocomplejos, aumentaron los SPM, por el
contrario, la inoculacién de las EVs equilibraba las proporciones.

El anilisis de interleucinas, reveld que, tras estimulacién con exovesiculas,
los LPM producian principalmente IL-18, TNF-a, IFN-y e IL-18 (perfil infla-
matorio), mientras que los SPM mostraban una respuesta antiinflamatoria
con IL-10, IL-15 y TGF-8. Sin embargo, cuando inoculamos inmunocomplejos
con IgG no sialiladas (no moduladoras), los LPM produjeron niveles elevados
de IL-18, IL-6, IL-18, IL-12, IFN-y y TNF-a, un perfil compatible con el obser-
vado en pacientes crénicos con la enfermedad de Chagas (Cornet Gémez y col.,
2024).

La inoculacién intravenosa en ratén de exovesiculas o de inmunocomplejos
“inactivados” por calor, indujo en el bazo una respuesta mas exacerbada, de
tipo Th1/Th17, que la observada sin inactivacién. Ello sugiere que algunos
componentes de las exovesiculas modulan la respuesta inmune del hospeda-
dor, atenuando la inflamacién desencadenada por TLR4/TLR9 (cuyas acti-
vaciones dafnan al parasito y reducen sus formas circulantes), quizas como
consecuencia de los cambios de expresién de la MALT1 antes mencionada.
Observamos migracién de células GL7*/CD95" a centros germinales, junto a
células FOXP3*, y aumento de células plasméaticas CD138* en el estroma es-
plénico, especialmente con exovesiculas inactivadas o con inmunocomplejos
formados con ellas; este patron favoreceria la produccion de autoanticuerpos.

A partir de estos datos, propusimos que las exovesiculas o los inmunocom-
plejos, por su alta carga proteica y por los dafos celulares que inducen, po-
drian ser los desencadenantes de autoanticuerpos, considerados por muchos
como clave en el dano cardiaco (alteraciones del ritmo, bradicardia, miocar-
ditis, dilatacién de cavidades) de la enfermedad de Chagas. Para evaluarlo,
inoculamos repetidamente por via intravenosa (vena marginal de la cola) exo-
vesiculas del parasito o inmunocomplejos con dichas EV en distintos lotes de

ratones.
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Mediante electrocardiografia diaria durante 21 dias, detectamos desde las
primeras inoculaciones alteraciones del ritmo con disminucién de la frecuencia
cardiaca y prolongacién del intervalo PR, acompanadas de un aumento sérico
de BNP (péptido natriurético tipo B), especialmente cuando la inoculacién se
hizo con inmunocomplejos. Al finalizar, comprobamos dilatacién de cavidades
cardiacas (en particular del ventriculo derecho) y adelgazamiento de la pa-
red ventricular y del tabique interventricular. No detectamos autoanticuerpos
frente a proteinas del miocardio ni frente a receptores B-adrenérgicos, como
se ha descrito en la cardiopatia chagéasica; si bien si aparecieron anticuerpos
contra membranas del parasito y contra sus exovesiculas (Cornet Gémez y
col., 2025).

En tejido cardiaco, los niveles de citocinas mostraron un perfil Th1 con ele-
vacién de IL-18, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a y éxido nitrico, junto a una res-
puesta compensatoria con IL-15, TGF-8 e IL-10. En paralelo, observamos una
marcada reduccién de conexina-43 (proteina de las uniones gap que facilita el
paso de iones/ATP y la conductividad eléctrica cardiaca, producida por macro-
fagos intracardiacos; Hulsmans y col., 2017) y una disminucién de VCAM-1,
implicada en adhesién celular y recientemente propuesta como marcador de
cardiopatia chagasica crénica (Vaitkevicius-Antao V. y col., 2025). Estos tulti-
mos resultados han sido publicados por nuestro grupo en este presente afo
(Cornet Gémez y col., 2025).

En conjunto, los datos postulan que los inmunocomplejos formados por exo-
somas de formas infectantes y IgG del hospedador no solo favorecen la para-
sitacién y reprograman a las células (fisioldgica, bioquimica e inmunoldgica-
mente) para facilitar el establecimiento del parasito, sino que, a través de la
regiéon Fc de las IgG, interaccionan con receptores FcyR en membranas de
macréfagos intracardiacos y otras células, opsonizan de forma “engafiosa” y
aceleran el dano celular a medida que las EVs se internalizan.

La posible participacién de receptores FecyR en macréfagos intracardiacos y
cardiomiocitos, en didlogo con las exovesiculas, abre la puerta a estrategias te-
rapéuticas dirigidas a modular o bloquear dichos receptores para “interferir la
facilitacion del contacto EVs /Célula”, en definitiva, la opsonizacién y mitigar
el dano cardiaco en la enfermedad de Chagas.
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Todo ello confirma la sutil manipulacién que ejercen los parasitos para en-
ganar y persistir en el hospedador, mediante sutiles mensajes mediante Exo-
vesiculas a las células que les facilitan su entrada y supervivencia pero que
son los responsables del dafio y reprogramacién de las mismas.

He dicho.
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