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Viromimetic nanoparticles for nucleic acid delivery
in the study of parasite Trypanosoma cruzi
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ABSTRACT: Chagas disease, caused by the parasite Trypanosoma cruzi, remains a neglected illness
with high rates of underdiagnosis and limited therapeutic options, especially in the chronic
phase. Despite advances in molecular biology, the functional study of genes in T. cruzi faces sig-
nificant challenges due to its genetic diversity and the lack of efficient nucleic acid delivery tools.
In this context, viromimetic nanoparticles (VNPs) emerge as bioinspired platforms that mimic the
structural and functional properties of viruses, enabling safe, targeted, and minimally immuno-
genic delivery of genetic material. This work explores the design principles, functional character-
istics, and biomedical applications of VNPs. The viromimetic system C,B¥? is highlighted as an
example of antisense oligonucleotide delivery in T. cruzi, demonstrating the potential of these
platforms as emerging tools for functional research and the development of new targeted thera-
peutic strategies.

KEYWORDS: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, viromimetic nanoparticles, antisense oligonu-
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RESUMEN: La enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosoma cruzi, sigue siendo
una patologia desatendida con altas tasas de subdiagnostico y opciones terapéuticas limitadas,
especialmente en la fase cronica. A pesar de los avances en biologia molecular, el estudio funcio-
nal de genes en T. cruzi enfrenta grandes desafios debido a su diversidad genéticay a la falta de
herramientas eficientes para la entrega de acidos nucleicos. En este contexto, las nanoparticulas
viromiméticas (NPVM) se perfilan como plataformas bioinspiradas, las cuales imitan propiedades
estructurales y funcionales de los virus, permitiendo una entrega segura, dirigida y poco inmuno-
génica de material genético. Se abordan los principios de disefio, caracteristicas funcionales y
aplicaciones biomédicas de las NPVM. Se destaca el caso del sistema viromimético C,B¥? como
ejemplo de entrega de oligonucledtidos antisentido en T. cruzi, evidenciado el potencial de estas
plataformas como herramientas emergentes para la investigacion funcional y el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas dirigidas.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana,
es una enfermedad tropical desatendida y potencialmente mortal causada por
el parésito protozoario Trypanosoma cruzi. Como se observa en el cuadro 1, la
propagacién de la enfermedad de Chagas, considerada endémica en 21 paises de
América Latina, ha transcendido esta regién debido a la migracién de personas
infectadas y a modos especificos de transmisién no vectorial, lo cual ha facilita-
do su expansién a paises no endémicos de América y otras partes del mundo.

Enla actualidad, se estiman infectadas en el mundo a mds de entre 6y 7
millones de personas, mientras 75 millones permanecen en riesgo de con-
traer la enfermedad. Cada afio se reportan 30,000 nuevos casos y mas de
12,000 muertes, subrayando su relevancia como una gran preocupacién de
salud publica a nivel global. Sin embargo, menos del 10% de los infectados
han sido diagnosticados, lo cual dificulta su control y tratamiento oportuno.

En México, entre los estados con mayor incidencia se encuentran: Cam-
peche, Chiapas, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacdn, Nayarit, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Quintana Roo, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan, reflejando la
distribucién geografica de los vectores transmisores en el pais.

A pesar de los esfuerzos y avances importantes en el control de su trans-
misién, la enfermedad de Chagas se ha convertido en un problema de salud
global (WHO, 2024; DNDj, 2024).

Cuadro 1. Impacto de la enfermedad de Chagas.

- Endémica en 21 paises de América Latina* y también presente en América del Norte,
Europa, Asia.

> 6-7 millones de personas en el mundo tienen Chagas.

« > 75 millones de personas estan en riesgo de contraerla.

30,000 casos nuevos son reportados anualmente.

» > 12,000 muertes al ano.

* < 10% de los infectados han sido diagnosticados.

« Los estados con mayor incidencia en México** son: Campeche, Chiapas, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Quintana Roo, Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan.

* Argentina, Belice, Bolivia (Estado Plurinacional de), Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El
Salvador, Guayana Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay,
Per(, Surinam, Uruguay y Venezuela (Republica Bolivariana de).

** Direccion General de Epidemiologia (2022), Tripanosomiasis. SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Esta-
dos Unidos Mexicanos (2022).

Fuente: Informacion tomada de WHO (2024); DNDi (2024).

La enfermedad de Chagas fue descubierta en 1909, por el brasilefio Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas, y fue reconocida por la Asamblea Mundial de la
Salud hasta 2019, declarando el 14 de abril como su dia conmemorativo. La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la describe como una “enfermedad
silenciosa”, al progresar a lo largo de varios afios, y a menudo de manera asin-
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tomatica. Sin tratamiento, la enfermedad de Chagas puede provocar altera-
ciones cardiacas y digestivas pudiendo ser estas fatales.

Su principal modo de transmisién es través de la picadura de chinches de
la familia Reduviidae y subfamilia Triatominae, cominmente conocidas como
“chinches besuconas”, que estén infectadas con el parasito. Ademas de la trans-
misién vectorial, la infecciéon se puede adquirir por via oral (mediante ali-
mentos o bebidas contaminados), por transfusiones de sangre o trasplantes de
6rganos, y, verticalmente, de madres infectadas a sus descendientes (WHO,
2024; DNDi, 2024; OPS, 2024).

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El parésito tiene un ciclo de vida complejo y ocurre tanto en el vector insecto
como en los hospederos mamiferos (figura 1). En humanos, se presenta en dos
formas principales: tripomastigote y amastigote. Los tripomastigotes, presen-
tes en la sangre, poseen un flagelo, el cual les permite moverse, pero no se di-
viden en el torrente sanguineo; su funcién principal es diseminar la infeccién.
Al invadir células del hospedador, se transforman en amastigotes, formas in-
tracelulares sin flagelo que se replican activamente, preferentemente en célu-
las de origen mesenquimal.

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
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En el vector insecto, los tripomastigotes ingeridos por la chinche redu-
viidae se transforman en epimastigotes, su forma replicativa en el intestino
del vector. Luego, en la parte posterior del intestino, evolucionan a tripo-
mastigotes metaciclicos, la forma infectiva para los mamiferos, la cual se li-
bera en las heces del insecto. Cuando estas entran en contacto con la piel o
membranas mucosas del hospedador, los tripomastigotes penetran en las
células y reinician el ciclo al diferenciarse nuevamente en amastigotes repli-
cativos, los cuales eventualmente regresan al torrente sanguineo como tri-
pomastigotes para continuar la propagacién de la infeccién.

Manifestaciones clinicas y diagnostico

La enfermedad de Chagas progresa en dos etapas clinicas: fase aguda y fase
crénica (tabla 1). La fase aguda, que dura de semanas a meses, puede ser asin-
tomatica o manifestarse con sintomas leves o no especificos como fatiga, fie-
bre, dolor de cabeza, dolor muscular, dificultad para respirar, ganglios infla-
mados, palidez, hinchazén y dolor abdominal o toracico. En algunos casos,
aparecen manifestaciones caracteristicas como el chagoma (lesién cutdnea en
el sitio de la picadura de la chinche) y el signo de Romana (hinchazén violacea
en un ojo, debido a la entrada del parasito por la conjuntiva ocular). En situa-
ciones graves, la infeccién puede derivar en miocarditis y meningoencefalitis.
Aunque la mortalidad en esta es baja (0.2-5%) y menos del 1-5% de los pa-
cientes desarrolla sintomas graves, la infeccién suele resolverse espontanea-
mente. No obstante, sin tratamiento, la infeccién persiste en forma crénica.

En la fase crénica, la mayoria de los individuos permanecen asintoma-
ticos, en una condicién conocida como fase indeterminada, la cual puede pro-
longarse durante afios. Sin embargo, entre el 30 y 40% de pacientes desarrolla
complicaciones severas entre 10 y 30 afios después de la infeccién aguda,
afectando principalmente al corazén (miocardiopatia, insuficiencia cardiaca,
arritmias y riesgo de muerte subita) y/o al sistema digestivo (megaeséfago y
megacolon). El diagndstico en esta fase se basa en pruebas seroldgicas, elec-
trocardiograma, ecocardiograma y PCR, aunque la sensibilidad de esta dltima
disminuye en comparacién con la fase aguda (tabla 1). Ademas, los pacientes
inmunocomprometidos presentan un mayor riesgo de desarrollar manifesta-
ciones graves en esta etapa (Pérez-Molina y Molina 2018; DNDj, 2024).

El diagnéstico de la fase crénica requiere la concordancia de dos pruebas
serolégicas, siendo los métodos mas utilizados ELISA (Chagatest recombi-
nante, BioELISA Chagas Abbott Prism, MultiCruzi) y pruebas rapidas (Chagas
Stat-Pak, Chagas Detect Plus, BIOLINE Chagas Ab). Aunque el uso de anti-
genos seroldgicos especificos de T. cruzi ha mejorado la deteccién de la enfer-
medad, se han identificado variaciones geograficas en la sensibilidad de las
pruebas, lo que subraya la necesidad de mejorar en el diagndstico congénito,
la supervisién del tratamiento y los antigenos especificos de cepas (Bhatta-

charyya et al., 2024).
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Tabla 1. Fases de la enfermedad de Chagas.

Duracion

Sintomas principales

Diagndstico

Prondstico

Aguda Semanas a |Fiebre, fatiga, chagoma, Parasitologico Baja mortalidad
meses signo de Romania, directo, PCR. (0.2-5%).
hepatoesplenomegalia, Resolucion
linfadenopatia. espontanea en
En casos graves: 4-8 semanas.
miocarditis y
meningoencefalitis.
Cronica Afos o toda | Asintomatica, ausencia Serologia, PCR Buen pronéstico; la
indeterminada la vida de signos clinicos (baja sensibilidad). mayoria no
visibles. desarrolla
complicaciones.
Cronica 10-30 anos |Cardiaca: Miocardiopatia, Serologia, Riesgo de muerte
sintomatica post insuficiencia cardiaca, electrocardiograma, slbita,
infeccion |arritmias, muerte subita. ecocardiograma, insuficiencia
Digestiva: Disfagia, estudios de imagen cardiaca o
regurgitacion, (esofagograma, complicaciones
estrefiimiento cronico, manometria). digestivas graves.
megacolon,
megaesofago.

Fuente: Elaboracion de los autores, con base en Pérez-Molina y Molina (2018), y DNDi (2024).

Tratamiento actual para la enfermedad de Chagas

Durante més de 60 afios, solo se han utilizado dos formacos para tratar la en-
fermedad de Chagas: nifurtimox y benznidazol, cuya eficacia varia segun la
fase dela enfermedad. Ambos son compuestos nitro-heterociclicos que actian
como prodrogras, siendo convertidos en su forma activa por la enzima especi-
fica del parasito, nitrorreductasa tipo I (T(NTR I), el cual los transforma en in-
termediarios con actividad antiparasitaria y produciendo especies reactivas de
oxigeno (Cérdenas-Guerra et al., 2022; Francisco et al., 2020).

Sin embargo, el uso de estos farmacos esta limitado por la aparicién de
efectos adversos significativos, incluyendo manifestaciones cutdneas, diges-
tivas, neurolégicas y hematoldgicas en el caso del benznidazol, y trastornos di-
gestivos, psiquidtricos y neuroldgicos para el nifurtimox (tabla 2). Estos
efectos adversos contribuyen a una alta tasa de abandono del tratamiento, lo
cual afecta su eficacia terapéutica (De Sousa et al., 2024).

Los estudios clinicos han demostrado que estos firmacos son mads efec-
tivos cuando se administran en etapas tempranas de la infeccién y han mos-
trado cierto grado de eficacia en la fase crénica asintomatica. No obstante, pre-
sentan tres limitaciones principales: i) tratamientos prolongados de 60 a 90
dias; ii) efectos adversos severos, los cuales afectan la adherencia al tratamiento,
y, iii) baja eficiencia en la etapa crénica con sintomas severos (DNDj, 2024).

Las limitaciones de los tratamientos actuales resaltan la necesidad de
desarrollar nuevas herramientas terapéuticas que optimicen la eficacia y to-
lerabilidad del manejo de la enfermedad de Chagas.
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Tabla 2. Reacciones adversas de benznidazol y nifurtimox.

Benznidazol

- Cutaneas: Prurito, erupciones localizadas o generalizadas, eritema.

En casos moderados: fiebre; raramente, sindrome de Stevens-Johnson. (Aparecen
alrededor del dia 10; se recomienda antihistaminicos o corticoides y evitar alcohol).

- Digestivas: Nauseas, vomitos, dolor abdominal.

En raros casos: coluria, hepatomegalia y/o ictericia. (Surgen en las dos primeras
semanas; puede requerir ajuste en la administracion o suspension en casos graves).

« Neurolégicas (5% de los pacientes): Cefalea, neuropatia periférica y alteraciones
sensoriales. (Aparecen después de 50 dias; en casos graves, se suspende el tratamiento).
« Hematoldgicas (raras, 1 en 2000 pacientes): Leucopenia, neutropenia y agranulocitosis.
(Se presentan entre los dias 20 y 30; es clave monitorear el recuento sanguineo y
suspender en caso grave).

« Digestivas (60% de los pacientes): Nauseas, anorexia y pérdida de peso. (Aparecen en
1-3 semanas; mantener tratamiento y ajustar alimentacion).

* Psiquiatricas (22%): Ansiedad, insomnio, ataques de panico y agitacion psicomotora.
(Surgen en 1-3 semanas; puede ser necesario suspender el tratamiento temporalmente).
« Neuroldgicas (18%): Cefalea, inestabilidad, mareos, neuropatia dolorosa. (Ocurren
entre 2 y 10 dias; en casos graves, suspender el tratamiento y derivar a atencion
especializada).

Dosis recomendadas:

« Benznidazol: 5-10 mg/kg/dia en adultos y nifos, por 60 dias (dosis ajustada segin
tolerancia).

« Nifurtimox: 8-10 mg*kg/dia en nifios y 10 mg/kg/dia en adultos, por 60-90 dias.

Fuente: Elaboracién de los autores, con base en De Sousa et al. (2024).

Desafios en el estudio de Trypanosoma cruzi

El estudio de T. cruzi a nivel biolégico y molecular ha sido particularmente
desafiante debido a su complejo genoma, las complicadas interacciones con
el huésped durante la etapa crénica y la falta de herramientas eficaces para
su manipulacién genética. Ademas, T. cruzi, clasificada como especie unica,
presenta una gran diversidad genética, la cual se ha reconocido y clasificado
a través del analisis enzimdtico y genético de diferentes cepas en ambientes
domeésticos y silvestres, lo que ha llevado a la identificacién de siete grupos
genéticos o unidades de tipificacion discretas (DTU, por sus siglas en inglés),
denominadas TcI-TcVI y TcBat, agrupando cepas con caracteristicas genéti-
cas y biolégicas comunes de acuerdo a la relacién con la distribucién geogra-
fica, patogénesis, caracteristicas clinicas y la respuesta a terapia (Zingales et
al., 2012; Bhattacharyya et al., 2024). Aunque se han observado diferencias
en lainfectividad, virulencia y susceptibilidad a los firmacos entre las distin-
tas cepas del pardsito en estudios de laboratorio y en modelos animales, ha
sido dificil relacionar de manera concreta estas diferencias genéticas con las
manifestaciones clinicas en los pacientes (Gabaldén-Figueira et al., 2023;

Dumonteil et al., 2023).
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La entrega de 4cidos nucleicos, tales como los ARN de interferencia pe-
quenios (siARN), microRNAs, RNA mensajero y oligonucleétidos antisentido
(AONs), ha demostrado ser efectiva en el desarrollo de farmacos, terapias
génicas y vacunas. Estas terapias, conocidas por su capacidad de atacar en-
fermedades a nivel genético, han ampliado las opciones de tratamiento y
han sido aprobadas por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de
Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) debido a su eficiencia y segu-
ridad (Gupta et al., 2021).

A diferencia de otros parasitos como Trypanosoma brucei, T. cruzi carece
de la maquinaria celular para procesar moléculas como siRNA (DaRocha et al.
2004). Por ello, una alternativa de entre los acidos nucleicos para manipular
la expresién genética de T. cruzi a nivel de traduccién es el uso de AONs. Estos
oligonucledtidos sintéticos de cadena sencilla, compuestos de 20-40 nucled-
tidos ADN o ARN, pueden ser disefiados para unirse a secuencias comple-
mentarias del mRNA del gen blanco mediante interacciones del tipo Watson-
Crick. Al ingresar al pardsito y unirse con su mRNA blanco, los AONs son
reconocidos por ciertos factores celulares, los cuales inducen la degradacién
del mRNA, inhibiendo asi la expresién de la proteina blanco. Esta estrategia
destaca por su alta especificidad, permitiendo “silenciar” cualquier gen de-
seado con precisién, reduciendo asi los efectos tdxicos inespecificos (Kole et
al.,2012).

Sistemas de entrega en Trypanosoma cruzi

En T. cruzi, los métodos de entrega de AONs u otro material genético se han
realizado principalmente por electroporacién y difusién pasiva a través de la
membrana celular. A pesar del potencial terapéutico de los AONSs, su aplica-
cién en T. cruzi sigue siendo limitada, con pocos estudios disponibles (Araya
et al., 2008; Hashimoto et al., 2014 y 2016; Malaga et al., 2001; Okura et al.,
2005, Orrego et al., 2014; San Francisco et al., 2017; Arroyo-Olarte et al.,
2020). Estos métodos presentan desventajas relativas a su baja eficiencia de
entrega, y son poco practicos para su uso en el pardsito. La electroporacién,
en particular, causa una alta mortalidad celular, requiere mucho tiempo, ne-
cesita equipos costosos y especializados, y carece de viabilidad para futuros
usos (DaRocha et al. 2004; Padmanabhan et al. 2014; Olmo et al. 2018).

Los enfoques nanotecnoldgicos representan los métodos quimicos avan-
zados para la transfeccién. Diversos estudios han demostrado que las nano-
particulas pueden transportar fairmacos al interior de T. cruzi (Romero et al.,
2010; Arias et al., 2015; de Freitas et al., 2022; Muraca et al., 2023). Entre
estas, destacan las nanoparticulas basadas en polimeros o lipidos catiénicos,
como liposomas o polimerosomas, utilizadas para introducir firmacos de
baja masa molecular, aunque no se han empleado para la entrega de acidos
nucleicos (Quijia-Quezada et al., 2019; Mengarda et al., 2023). Por ello, es
esencial desarrollar vectores efectivos para la entrega de AONs en T. cruzi,
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con el fin de ampliar su aplicabilidad en herramientas avanzadas de manipu-
lacién genética.

Nanoparticulas viromiméticas como sistemas de entrega

Desde el enfoque de la nanotecnologia, los virus representan plataformas alta-
mente eficientes para el disefio de terapias avanzadas, nanomedicinas, diag-
noésticos y nanomateriales funcionales, gracias a su notable capacidad de trans-
ferir genes, farmacos u otras biomoléculas hacia células blanco. Estas entidades,
que en su mayoria oscilan entre 16 y 300 nanémetros de didmetro, aunque
existen excepciones como los mimivirus, los cuales alcanzan hasta 1.5 pm
(Mondrow et al., 2013), presentan una arquitectura organizada combinando
acidos nucleicos encapsulados por una capside proteica. Esta estructura les
confiere estabilidad frente a condiciones ambientales adversas y permite su in-
greso al interior celular mediante estrategias como el escape endosomal y la
translocacién nuclear (Gao et al., 2021).

Inspiradas por esta eficacia natural, han surgido las nanoparticulas viro-
miméticas (NPVM), sistemas bioinspirados imitando aspectos clave de la es-
tructura y funcionalidad viral, pero sin contener material genético infeccioso.
Estas nanoparticulas buscan reproducir, de forma controlada y segura, los me-
canismos que hacen de los virus vectores tan efectivos.

A diferencia de las particulas similares a virus (VLPs), las cuales derivan
directamente de proteinas virales, las NPVM se construyen mediante bloques
sintéticos o naturales (proteina, péptidos, polimeros, lipidos o nanomateriales
inorgénicos) racionalmente disefiados para autoensamblarse en estructuras
con geometrias virales, funcionalidad dirigida, y capacidad de respuesta a esti-
mulos fisiolégicos (Ni et al., 2016; Walls et al., 2020; Moreno-Gutiérrez et al.,
2023). Esta aproximacién permite combinar la eficiencia de los virus con la
versatilidad y seguridad de los sistemas artificiales.

Diseno estructural y funcional de las NPVM

El disefio de NPVM se basa en replicar caracteristicas clave de los virus como su
morfologia, su superficie organizada, su habilidad de encapsular 4cidos nuclei-
cos, dirigirse a células blanco y responder al entorno intracelular. Por ejemplo,
se han desarrollado capsides sintéticas con simetria icosaédrica utilizando pro-
teinas disefiadas computacionalmente, las cuales imitan la organizacién jerar-
quica de los virus (Bale et al., 2016). También se han empleados péptidos auto-
ensamblables inspirados en dominios de virus como el adenovirus o el virus del
mosaico del tabaco para formar nanocapsides capaces de encapsular y liberar
material genético (Hernadndez-Garcia et al., 2014; Matsuura et al., 2010).

En cuanto a la superficies, se han disefiado particulas viromiméticas que
emulan la topografia viral mediante la repeticién simétrica de subunidades,
lo cual favorece la interaccién con receptores celulares y la activacién inmuni-
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taria (Niu et al., 2013). Algunas de estas nanoparticulas han incorporado en-
volturas lipidicas o glicoproteinas para replicar los mecanismos de reconoci-
miento y evasién de virus como VIH o herpes (Zhang et al., 2015; Perrault y
Shih, 2014).

Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas
viromimeticas

Las NPVM tiene multiples aplicaciones en el drea de medicina y biotecnolo-
gia, entre las cuales destacan:

Terapia génica y edicién genética:

Las NPVM han demostrado ser vehiculos eficaces para la entrega de ADN,
ARN mensajero y oligonucleétidos terapéuticos. Gracias a su disefio mo-
dular, permiten proteger el material de la degradacion, facilitar su libera-
cién intracelular y dirigirlo al nacleo (Edwardson y Hilvert, 2019). Algu-
nas plataformas han integrado sefiales de localizacién nuclear o dominios
fusogénicos para emular rutas virales especificas (Yang et al., 2017). Asi-
mismo, nanoparticulas basadas en péptidos derivados del adenovirus han
sido disefiadas para promover el escape endosomal y la translocacién nu-
clear (Alonso-Valenteen et al., 2019).

Nanovacunas y presentacién antigénica:

Inspiradas en la capacidad de los virus para activar el sistema inmune, di-
versas NPVM han sido desarrolladas como plataformas vacunales. Al pre-
sentar antigenos en una forma ordenada y multivalente, estas particulas
promueven respuestas humorales y celulares mds potentes que los antige-
nos solubles (Kanekiyo et al. 2013; Walls et al. 2020). Un ejemplo destaca-
do es el uso de nanoparticulas de ferritina que presentan proteinas hema-
glutininas del virus de la influenza, generando anticuerpos neutralizantes
de amplio espectro (Kanekiyo et al., 2013).

Terapias antitumorales y antimicrobianas:
Se han desarrollado NPVM capaces de cruzar la barrera hematoencefilica,
liberar farmacos de forma controlada en el microambiente tumoral, o
combinar efectos fototérmicos y quimioterapéuticos en una sola platafor-
ma (Zhuang et al., 2021; Li et al., 2019). Por ejemplo, el sistema Vir-ZMe
TD libera iones Zn y genera especies reactivas de oxigeno al degradarse
por ATP, mejorando la terapia humoral (Zhao et al., 2022). También exis-
ten disefios inspirados en virus bacteriéfagos, los cuales actian como an-
timicrobianos selectivos contra bacterias resistentes, donde un disefio
inspirado en SARS-CoV-2 ha demostrado actividad antimicrobiana contra
bacterias resistentes, integrando mecanismos de disrupcién de membra-

nay activacién por luz (Ni et al., 2022).
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Modelos simplificados de virus para investigacién basica:
Las NPVM también sirven como herramientas para estudiar procesos
virales como el ensamblaje de cipsides, el empaquetamiento de geno-
mas, o la liberacién intracelular, en un contexto no infeccioso pero fun-
cionalmente comparable (Butterfield et al., 2017; Terasaka et al., 2018).

Nanoparticulas (C,B*?) usadas para la transfeccion en T. cruzi

Hernandez-Garcia disefi6 un conjunto de proteinas modulares con la capaci-
dad de imitar las propiedades fundamentales estructurales de las proteinas
de la capside del virus del mosaico del tabaco, mostrando un gran potencial
aplicativo (Hernandez-Garcia et al., 2012 y 2014; Punter et al., 2016). Estas
proteina han sido nombradas como C,B¥'?, C,S,B*¥*?, C,S,,B¥2. En estas deno-
minaciones, C se refiere a un bloque que proporciona estabilidad coloidal, lo
cual significa que otorga solubilidad y previene la formacién de agregados, y
su secuencia esta derivada de la coldgena. En el caso de B, indica el bloque de
unién compuesto por 12 lisinas (K12). Finalmente, S representa el bloque de
autoensamblaje. Estas nuevas proteinas viromiméticas tienen la capacidad de
interaccionar con acidos nucleicos y formar nanoparticulas a través de un
proceso de autoensamblado similar al de las proteinas de capsides virales.
Ademais, protegen a los dcidos nucleicos de la degradacién en medios bioldgi-
cOs y provocan una respuesta inmune minima, lo cual es ventajoso para su
uso en terapias génicas, pues reduce el riesgo de efectos secundarios relacio-
nados con la respuesta inmunitaria (Moreno-Gutiérrez et al., 2021). Gracias
a su disefio modular y produccién recombinante, es posible modificar las na-
noparticulas de estas proteinas para optimizar la transfeccién, la internaliza-
ci6én y el direccionamiento especifico a células, abriendo grandes posibilida-
des para desarrollar acarreadores genéticos programables y eficientes
(Moreno-Gutiérrez et al., 2023).

Nuestro grupo de trabajo evalué por primera vez el uso de una de las pro-
teinas recombinantes viromiméticas (C,B¥*?) (Cardenas-Guerra et al., 2020)
para transfectar AONs en T. cruzi. La proteina C,B¥'? se uni6 a AON dirigido al
mRNA del receptor de IP; (TcIP;R) (previamente caracterizado por Hashimoto
etal., 2014). Las nanoparticulas formadas fueron de 10-25 nm, notablemente
estables en medios biolégicos, liberando hasta un 25% de los AONs. Para eva-
luar la internalizacién, se emplearon los AONs marcados con el fluoréforo
ATTOA488, lo cual permitié visualizar mediante microscopia de fluorescencia
la entrada eficiente de las nanoparticulas en los epimastigotes de T. cruzi (fi-
gura 2). Los ensayos de PCR en tiempo real corroboraron una disminucién del
68% en la expresioén del gen blanco, sin observarse efectos citotédxicos.

La capacidad de formar nanoparticulas que sean estables bioquimica-
mente y que entreguen el material genético eficazmente y sin causar citotoxi-
cidad al parésito hace de estas proteinas viromiméticas una opcién promete-
dora para futuras investigaciones relacionadas con las funciones de los genes o
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de blancos terapéuticos en T. cruzi. Ademds, debido a su disefio modular y pro-
duccién recombinante, estas proteinas representan una plataforma flexible
permitiendo su modificacién sencilla con la capacidad de conferirle caracteris-
ticas que permitan una mayor eficiencia de transfeccién a blancos especificos
como T. cruzi.

Figura 2. Nanoparticulas viromiméticas para la entrega de AONs en T. cruzi.
Proteina recombinante viromimética

Transfeccién

Q T\

e e oA
AONs con una etiqueta Nanoparticula
fluorescente

Epimastigotes de T. cruzi

A) Esquema representativo de la transfeccion en epimastigotes mediada por las nanoparticulas. B) Ima-
gen de la nanoparticula observada mediante microscopia de forma atoémica; barra de escala, 100 nm.
C) Imagen de la nanoparticula dentro del parasito mediante microscopia de fluorescencia. En la com-
posicion, el campo claro aparece en gris, el nlicleo y cinetoplasto, en azul, y la nanoparticula con AONs
fluorescente, en verde.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Conclusion y perspectivas

El control de la enfermedad de Chagas continda limitado por desafios tanto
clinicos como experimentales, yendo desde la falta de tratamientos eficaces en
etapas crénicas hasta las barreras metodolégicas para el estudio genético de T.
cruzi. En este escenario, las NPVM no solo representan una innovacién en el
ambito de la nanotecnologia, sino ofrecen, también, nuevas herramientas
para abordar interrogantes biol6gicos atn no resueltos en este parasito. Su di-
sefio modular, inspirado en mecanismos virales, permite explorar rutas alter-
nativas de entrega de material genético que antes eran inaccesibles, abriendo
posibilidades en modelos donde la transfeccién convencional resulta ineficien-
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te o inviable. Mas alld de sus aplicaciones actuales, las NPVM se proyectan
como una plataforma adaptable, capaz de integrarse a nuevas estrategias de
diagnéstico, terapéuticas o de investigaciéon basica en contextos de parasitos
complejos. En consecuencia, su incorporacién en el estudio de T. cruzi no solo
aporta soluciones técnicas, sino que redefine los marcos posibles para investi-
gar y enfrentar enfermedades desatendidas desde una perspectiva multidisci-
plinaria e innovadora.
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