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RESUMEN

La enfermedad de Chagas congénita es causada por el parasito hemoflagelado
Trypanosoma cruzi que alcanza al feto atravesando la barrera placentaria. Durante la
invasion tisular T. cruzi induce destruccion de la matriz extracelular (MEC) mediante
secrecion de proteasas como Cruzipaina (Cz) e induccion de la expresion y activacion
de proteasas propias del tejido como las metaloproteinasas de la matriz (MMPs). La
posible participacion de estas proteasas en placenta humana durante la transmision
congénita no ha sido estudiada.

Se analizo la expresién y actividad de las MMP 2 y 9 durante la infeccion ex vivo
de vellosidades coridnicas placentarias humanas con el parasito. Se determind la
participacion de estas MMPs y de Cz en la degradacion de moléculas glicosiladas y del
colageno tipo | del tejido conectivo fetal. Adicionalmente se evalud el efecto de
inhibidores para ambos tipos de proteasas tanto sobre los efectos tisulares de la
invasion parasitaria como sobre su infectividad.

Se obtuvieron tripomastigotes de la cepa Dm28c a partir de células Vero
infectadas y placentas de término de madres sanas. Se incubaron trozos de tejido
placentario (0,5 cm?® durante 24 horas en presencia y ausencia de 10° y 10°
tripomastigotes y en presencia y ausencia de inhibidores para Cz (E-64) y para MMP
(doxiciclina). La infeccion placentaria se comprobd mediante deteccién del parasito por
PCR. Las MMP se analizaron mediante Western Blot, Inmunohistoquimica y Zimografia.
Las modificaciones estructurales de colageno | se determinaron histoquimicamente
mediante la tincion de picro rojo sirio y las alteraciones de moléculas glicosiladas
mediante tincion de acido periddico de Schiff.

La expresion y activacion de las MMPs depende de la cantidad de parasitos
usados. La inhibicion de la actividad proteolitica de Cz y las MMP previene la
destruccion de colageno tipo | y alteraciones de moléculas glicosiladas inducida por T.
cruzi. La inhibicion de la actividad de las proteasas no previene la infeccion ex vivo del
parasito.

Se concluye que tanto proteasas parasitarias asi como propias del tejido a

infectar constituyen parte de los mecanismos de infeccion tisular de T. cruzi.



SUMMARY

Congenital Chagas disease is caused by the hemoflagellated protozoan
Trypansoma cruzi (T. cruzi). This parasite is able to cross the placental barrier and infect
the fetus. During tissue invasion, the parasite induces the destruction of the extracellular
matrix by the secretion of its own proteases, such as Cruzipain (Cz), and by the
induction and activation of tissue matrix metalloproteinases (MMPs). The role of these
proteases during congenital transmission of Chagas disease has not yet been studied.

The expression and activity of MMPs 2 and 9 during ex vivo infection with the
parasite of human placental chorionic villi was analyzed. The effect on glicosilated
molecules and collagen | disorganization was determined. Additionally, the effect of
MMP’s inhibitor doxyxycline on tissue destruction and infectivity was evaluated.

Trypomastigotes of Dm28c strain were obtained from VERO cells cultures and
healthy term placentas were used. Chorionic villi tissue samples of 0.5 cm® were
incubated for 24 hours in the presence and absence of 10° or 10° trypomastigotes and
in presence and absence of E64 (Cz inhibitor) or doxycycline (MMPs inhibitor). The
placental infection was confirmed by PCR. The MMPs expression was assayed by
Western Blot and Inmunohistochemistry and the activity by Zymography. Alteration in
glicosilated molecules and structural modifications of collagen | was determined
histochemically with the PAS and Picro Syrius Red methods, respectively.

T. cruzi induces MMP-2 and MMP-9 expression and activity in ex vivo infected
human chorionic villi in a parasite concentration manner. MMP-2/MMP-9 and cruzipain
protease inhibitors prevent extracellular matrix (ECM) destruction induced by the
parasite. However, these inhibitors did not impair ex vivo infection of human chorionic
villi explants by T. cruzi

We conclude that parasite proteases as well as endogenous proteases of the

tissue that is being infected are part of the infection and invasion mechanism of T. cruzi.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es producida por el parasito hemoflagelado
Trypanosoma cruzi). Su ciclo de vida es indirecto con participacién de insectos
hematofagos de la familia Reduviidae. Como consecuencia de programas continentales
de control del insecto vector, la importancia de la transmisién vectorial es cada dia
menor. Sin embargo, de los nuevos casos anuales, aproximadamente un tercio
corresponde a la transmisién congénita. Debido a la migracion de individuos infectados
desde Latinoamérica hacia paises no-endémicos, se ha generado el concepto de la
“globalizacién de la enfermedad de Chagas”, ya que mediante transfusiones de sangre,
trasplantes de dérganos y por transmision materno-fetal, el parasito se ha diseminado
por todo el mundo, obligando a crear programas internacionales de diagndstico y
tratamiento de la enfermedad

Para lograr alcanzar al feto, el parasito debe atravesar la barrera placentaria.
Durante el proceso de invasién tisular, T. cruzi induce destruccion de la matriz
extracelular (MEC) mediante secrecion de proteasas propias como Cruzipaina (Cz), e
induccion de la expresion y activacion de proteasas endogenas del tejido como las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs). La posible participacién de estas proteasas en
la placenta humana durante la transmision congénita de T. cruzi no ha sido estudiada.

Analizamos la expresion y actividad de las MMPs 2 y 9 durante la infeccion ex
vivo de las vellosidades coridnicas placentarias. Adicionalmente se evalud el efecto de
la inhibicion de estas MMPs asi como de Cz sobre la destruccion de la MEC y en
relacion a la infectividad parasitaria.

En esta memoria de titulo se estudiaron los mecanismos de infeccion e invasion
tisular de T. cruzi, especificamente en la placenta humana. El parasito debe atravesar la
barrera placentaria y alcanzar la sangre fetal durante la infeccion congénita. El rol de
diversas proteasas esta ampliamente estudiado en modelos in vitro, y se les han
asignado multiples roles en distintas etapas de la infeccién. Sin embargo, hay muy

pocos trabajos que abordan la compleja interaccién entre el parasito y los tejidos del



hospedero. Por primera vez se estudia la participacién de proteasas como mecanismo
de invasion parasitario en la enfermedad de Chagas congénita.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria endémica en
Latinoamérica cuyo agente etiolégico es el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi
(T.cruzi). Este parasito se transmite a mamiferos, incluido el hombre, por insectos
triatominos de la subfamilia Triatominae, conocidos coloquialmente como vinchucas. A
pesar de que la enfermedad se conoce desde 1909 gracias al trabajo de Carlos
Chagas, continla siendo una de las mayores preocupaciones de Salud Publica en

nuestro continente.

Epidemiologia

Se estima que un cuarto de la poblacion latinoamericana se encuentra bajo
riesgo de adquirir la infeccién, tomando en cuenta la distribucion geogréfica de los
insectos vectores y los multiples reservorios involucrados en los diversos ciclos de
transmision. La enfermedad se distribuye desde el norte de México hasta el sur de Chile
y Argentina (World Health Organization, 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica la enfermedad de Chagas
como una enfermedad tropical abandonada. Esta designacion implica que esta
patologia se asocia a condiciones socioecondmicas desfavorables, afectando
principalmente poblaciones vulnerables, incluyendo grupos indigenas y rurales,
mujeres, niflos y ancianos. La pobreza constituye un factor de riesgo de la enfermedad
de Chagas. Por otra parte, el gran impacto econémico de esta patologia contribuye, a

su vez, a la mantencién del estatus de pobreza (Parker y Sethi, 2011).

En los paises latinoamericanos, los costos directos e indirectos, incluyendo el
gasto del tratamiento y la pérdida de productividad atribuible a la enfermedad de
Chagas varian desde 40 a 800 millones de ddlares por pais cada afio. Mas aun, en su

conjunto, Latinoamérica experimenta pérdidas econdmicas totales de 18.000 millones



de dodlares anuales como resultado de la temprana morbilidad y mortalidad asociada
con la enfermedad (Parker y Sethi, 2011).

Debido a la importancia de la enfermedad, se iniciaron programas de control con
el objetivo de interrumpir los ciclos de transmision doméstico y peridoméstico. Estos
programas incluyen el control quimico de los vectores, control de reservorios animales y
de personas infectadas, ademés de la implementacion de iniciativas de mejoramiento
de las condiciones de vida y educacion. Actualmente, a nivel mundial, el nUmero de
nuevos casos anuales es de aproximadamente 41.200 a los cuales la transmision
congénita contribuye con aproximadamente 14.300 casos. Por ende, la transmision
congénita adquiere cada vez mas importancia epidemiolégica, siendo ademas
parcialmente responsable del fendmeno de la “globalizacion de la enfermedad de
Chagas” (World Health Organization, 2007).

La “globalizacién de la enfermedad de Chagas” es un fendmeno que se debe a la
migracion de individuos infectados desde paises endémicos por motivos econdémicos
y/o politicos a partir de la década de 1970 hacia paises no endémicos, principalmente
Estados Unidos y Espafia, ademas de otros paises como Australia, Canada, Japon y
otros miembros de la Union Europea (Schmunis, 2007). Asi por ejemplo, se estima que
300.000 personas infectadas viven actualmente en Estados Unidos, e incluso en
bancos de sangre de ese pais se han reportado, desde 2007 a la fecha, 800 muestras
positivas (Parker y Sethi, 2011). Adicionalmente, muchas de las personas infectadas
son mujeres en edad reproductiva que potencialmente pueden transmitir la enfermedad
a sus hijos. No obstante lo anterior, una encuesta demostré que solo el 8,8% de los
ginecologos de Estados Unidos esté al tanto del riesgo de la infeccién congénita de la
enfermedad de Chagas (Verani et al., 2010), por lo que presumiblemente la real

relevancia de la transmision congénita podria ser aun mayor.

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Al menos 40 especies de triatominos son capaces de transmitir T. cruzi a lo largo de
sus vidas (que pueden alcanzar hasta 2 afios) (Texeira et al., 2006). Ademas de los

humanos, se sabe que mas de 100 mamiferos, incluyendo perros, gatos, ratas,
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perezosos, armadillos y murciélagos son reservorios del parasito. Debido al
“canibalismo” entre los insectos triatominos, T. cruzi también se puede diseminar a
través de las poblaciones de insectos (Mufioz-Saravia et al., 2010). Aves y reptiles son
refractarios a la infeccion, ya que por ejemplo, se ha observado que luego de la
inyeccion intramuscular o endovenosa de tripomastigotes estos desaparecen
inmediatamente y no pueden ser recuperados desde la sangre (Texeira et al., 2006).

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, con varias formas celulares tanto en el
insecto vector como en los hospederos mamiferos. El insecto vector, a diferencia del
hospedero mamifero, parece no sufrir alteraciones causadas por la infeccién del
parasito. Las formas sanguineas no-replicativas (tripomastigotes) y las formas
replicativas intracelulares (amastigotes) son las formas celulares identificables en el
hospedero mamifero, mientras que las formas replicativas extracelulares
(epimastigotes) y las formas infectivas no replicativas (tripomastigotes metaciclicos) se
encuentran en el vector triatomino (Figura 1) (Rassi et al., 2010,) .

El triatomino adquiere tripomastigotes sanguineos luego de alimentarse de la sangre
de un mamifero infectado. Una vez en el insecto vector, el tripomastigote se diferencia a
la forma celular de epimastigote y se divide rapidamente en el intestino medio y
anterior. En el intestino posterior, los epimastigotes se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos, que son depositados junto con las deyecciones en la piel del mamifero
cuando el triatomino se alimenta nuevamente de sangre. El parasito es capaz de
penetrar al nuevo hospedero si la piel esta rota (por la misma picadura del insecto, por
cortes o por abrasiones) o a través de mucosas como la de la boca y los parpados
(Grayson, 2010). Una vez en el organismo, los tripomastigotes invaden a macréfagos y
otras células presentadoras de antigenos, diferenciandose intracelularmente a
amastigotes. Luego de una serie de divisiones celulares, los amastigotes se diferencian
a tripomastigotes y como tales lisan la célula y son liberados al torrente sanguineo
desde donde pueden invadir cualquier otra célula nucleada o ser ingeridos por otro
triatomino (Coura, 2007).

Respecto a las 3 formas celulares de T. cruzi, podemos mencionar que los
tripomastigotes miden aproximadamente 20 um de largo, son fusiformes y tienen un

kinetoplasto subterminal. No son capaces de multiplicarse y son la Unica forma



infectante para los mamiferos, incluido el hombre. Los epimastigotes miden
aproximadamente 20 um de largo, su kinetoplasto es anterior al nicleo y también son
fusiformes. Representan la forma replicativa del parasito en el intestino del insecto
vector. Finalmente, los amastigotes representan la forma replicativa intracelular de T.
cruzi en el hospedero mamifero, miden aproximadamente 2 micrometros de diametro,

son redondeados y con flagelo no emergente (Prata, 2001).

Vias de transmisién

La enfermedad también puede ser transmitida por mecanismos no-vectoriales, como
la transfusion de sangre, el trasplante de 6rganos y en forma congénita desde la madre
al hijo. Formas menos frecuentes como infeccion por consumo de alimentos
contaminados con tripomastigotes e infeccion por accidentes de laboratorio también
han sido descritas. La transmision por transfusidbn sanguinea y la congénita son las
principales formas de infeccién en seres humanos que viven en zonas urbanas y en
paises no-endémicos.

El riesgo de infeccion a partir de una transfusién de sangre es menor al 10 6 20% y
depende de varios factores, incluyendo la concentracion de parasitos en la sangre del
donante, la composicién de la sangre a transfundir y probablemente de la cepa del
parasito. El riesgo de transmision parece ser mayor en la transfusion de plaguetas que
en la de los otros componentes de la sangre (Rassi et al., 2010).

La transmisiéon de la infeccidén a partir de un donante de 6rganos sélidos o medula
Osea también es posible y ha sido bien documentada en Latinoamérica. En regiones no-
endémicas, como EE.UU, Canada y muchas regiones de Europa, se han documentado
algunos pocos casos de infeccion mediada por transfusion y trasplantes, pero el
namero actual de casos podria ser significativamente mayor debido al gran nimero de
inmigrantes provenientes de paises latinoamericanos (Fig. 2) (World Health
Organization, 2007; Rassi et al., 2010) .

Ocasionalmente, la enfermedad de Chagas puede ser contraida por ingestion de
alimentos o liquidos contaminados con T. cruzi o a través de accidentes de laboratorio.

La transmision oral es la causa de brotes regionales de infeccibn aguda en areas
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desprovistas de insectos domiciliarios. Ingestion de alimentos contaminados como jugo
de cafia de azucar, jugo de acai o carne cruda generalmente esta asociada con una
infeccion parasitaria masiva, que se traduce en una presentacion aguda severa y alta
mortalidad (Rassi et al., 2010).

Fases de la Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas presenta 3 fases, una aguda, una indeterminada y
finalmente una crénica.

La fase aguda se caracteriza por la presencia de parasitos en la sangre del
paciente, pudiéndose demostrar la presencia de tripomastigotes por examen sanguineo
directo. En un 95% de los casos la fase agua es asintomatica. En los casos
sintomaticos, las manifestaciones clinicas son fiebre, malasia, dolores musculares y
articulares, somnolencia, temblores, diarrea, edema, alteraciones respiratorias, cianosis
y coma. Considerando que el 5% de los pacientes con enfermedad aguda muere se
puede estimar que la moralidad de esta fase varia entere 1:2.500 y 1:5.000. La muerte
en la fase aguda de la enfermedad es causada por miocarditis 0 meningoencefalitis,
con complicaciones concurrentes como bronconeumonia (Texeira et al., 2006).

Posteriormente, los casos con o sin sintomas de infeccion aguda pasan a las
fases indeterminada y crénica, las cuales puede presentarse en cualquier grupo
etario. Interesantemente, el 70% de los infectados no muestran ninguna
manifestacion detectable de la enfermedad de Chagas (Texeira et al., 2011).

La fase indeterminada has sido definida en base a los siguientes criterios: test
serolégico positivo para IgG y/o hallazgo de parasitos, ausencia de signos y sintomas
de la enfermedad de Chagas, ausencia de anormalidades al electrocardiograma,
morfologia cardiaca, esofagica y colonica normal al examen radiologico (Texeira et
al., 2011). Usando ese criterio, independientemente del area geografica donde se
realizaron los estudios, se ha estimado que dos tercios de los individuos infectados
con T. cruzi se mantendran en esta condicidbn durante sus vidas productivas.
Aproximadamente 12 millones de latinoamericanos permaneceran en esta fase, lo

gue no representa diferencias de su expectativa de vida respecto a la poblacion



general (Texeira et al., 2006). Se considera que un paciente que esta en la fase
indeterminada no muere por causa de la enfermedad de Chagas (Rassi et al. 2010).
La fase cronica de la enfermedad se desarrolla en aproximadamente un tercio de
los individuos infectados. Las principales manifestaciones clinicas son alteraciones
cardiacas y gastrointestinales. Las manifestaciones cardiacas constituyen el 94,5%
de los casos. La insuficiencia cardiaca relacionada es la causa de muerte en el 58%
de los pacientes, mientras que las arritmias se han asociado con muertes
inesperadas en el 36,5%. El resto de los pacientes con enfermedad croénica
presentan megasindromes, que afectan al eséfago (megaeséfago) y al colon
(megacolon) (Texeira et al., 2006).
La enfermedad cardiaca crénica afecta a ambos géneros por igual, sin embargo, es
mas frecuentemente e individuos con edades entre 30 y 45 afios. En el grupo de
pacientes que muestra cambios progresivos en el electrocardiograma, pueden ocurrir
muertes repentinas en el 37,5% de los casos. Es relevante el hecho de que el 58%
de los pacientes con enfermedad de Chagas cardiaca cronica muere entre 7 meses y
2 afos luego de la aparicion de los sintomas. Los pacientes con enfermedad de
Chagas con manifestaciones cardiacas o gastrointestinales pueden ademéas mostrar
lesiones diseminadas que involucran el sistema nervioso periférico simpético y
parasimpatico. Las lesiones neurolégicas explicarian ademas las condiciones

fisiopatolégicas de corazén y los megasindromes (Texeira et al., 2006).

Enfermedad de Chagas congénita

La infeccion congénita por T. cruzi se asocia a partos prematuros, bajo peso al
nacer, abortos y mortinatos. Los sintomas pueden observarse al nacimiento o
desarrollarse varias semanas luego del parto. Se estima que el 50% de los recién
nacidos prematuros de madres con enfermedad de Chagas mueren (Carlier, 2005). La
fisiopatologia exacta de la infeccion congénita no se conoce (World Health
Organization, 2007). Se ha sugerido que el parasito alcanza al feto via sanguinea
atravesando la barrera placentaria. Se postula que la enfermedad de Chagas congénita

deriva de una compleja interaccion entre la respuesta inmune materna, factores
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placentarios y caracteristicas del parasito. (Carlier, 2005; Kemmerling et al., 2010). Los
conceptos “transmision materno-fatal” o “transmisién vertical” tienen una connotacién
amplia que implica la transmision desde una generacion a la siguiente, incluyendo la
transmision prenatal, perinatal y la postnatal de parasitos vivos. El término “infeccion
congénita con T. cruzi” se refiere tanto a los casos asintomaticos como sintomaticos de
infeccion, mientras que el término “enfermedad de Chagas congénita” deberia ser

usado solo para casos sintomaticos (Carlier y Truyens, 2010).

Diagnéstico de la enfermedad de Chagas Congénita

Actualmente, solo la deteccion directa del parasito es usada para confirmar la
infeccion al nacimiento. Sin embargo, luego de la edad de 9 meses, con la desaparicion
de los anticuerpos maternos, la serologia convencional de Inmunoglobulina G permite el
diagnéstico de la infeccion congénita (Mallimaci et al., 2010).

La técnica del hematocrito es el método de eleccion para identificar la infeccion
congénita debido a su sensibilidad y al pequefio monto de sangre necesaria. El examen
microscopico de la sangre del cordon o de la sangre periférica del nifio mediante esta
técnica es recomendado durante el primer mes de vida. En centros especializados,
ensayos basados en amplificacion de DNA parasitario mediante Polimerase Chain
Reaction (PCR) puede ser usado para diagnoésticos tempranos de la infeccion
congénita, y en este contexto la sensibilidad del PCR parece ser mayor que la
examinacion microscopica (Carlier y Truyens, 2010) .

Si el resultado es repetidamente negativo o si el exdmen no fue hecho durante la
vida temprana, el nifio debe ser examinado por serologia convencional para buscar
anticuerpos IgG anti-T. cruzi preferentemente luego de la edad de 9 meses, ya que la
desaparicion de los anticuerpos maternos permite el diagndstico certero de la infeccion

congénita (Mallimaci et al., 2010) .
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La Placenta

La placenta es el principal lugar de intercambio de nutrientes y gases entre la
madre y el feto (Moore y Persaud, 2004; Syme et al., 2004). Adicionalmente, juega un
rol importante en la sintesis de hormonas, péptidos y esteroides fundamentales para un
embarazo exitoso (Syme et al., 2004). La placenta se compone de una porcion fetal
desarrollada a partir del corién frondoso y una porcion materna o decidua basal que
procede del endometrio (Moore y Persaud, 2004; Cross, 2006). La membrana o barrera
placentaria esta formada por tejidos extrafetales que separan la sangre materna de la
fetal. Esta barrera se compone hasta las 20 semanas del trofoblasto (epitelio bi-
estratificado compuesto por sinciciotrofoblasto y citotrofoblasto), tejido conectivo de las
vellosidades coridnicas libres y endotelio de los capilares fetales ademas de las laminas
basales presentes entre los distintos compartimentos tisulares. Posterior a las 20
semanas, la placenta sufre adaptaciones que mejoran el intercambio metabdlico, las
células del citotrofoblasto disminuyen, los nucleos del sinciciotrofoblasto se acumulan
formando nodos y los capilares fetales se acercan al trofoblasto (Fig. 3). Esta re-
estructuracion favorece el intercambio metabdlico por la formacion de delgadas zonas
citoplasmaticas sin nucleos y de esta manera la membrana placentaria se transforma
en una barrera de menor grosor (Moore y Persaud, 2004; Kemmerling et al., 2010). La
muerte celular programada de tipo apoptosis juega un rol importante en la re-
estructuracién placentaria, facilitando la rapida eliminacién de células no deseadas sin

inflamacion (Belkacemi et al., 2009).

Infeccion ex vivo de vellosidades coriénicas placentarias con

Trypanosma cruzi:

La induccién de alteraciones celulares y la interaccion con la matriz extracelular
(MEC) durante la infeccion con T. cruzi han sido estudiados principalmente en cultivos
de células de mamifero. Se ha establecido un modelo de infeccidn ex vivo de explantes
de vellosidades corionicas humanas, en el cual se pueden estudiar los mecanismos de

infeccion tisular del parasito (Duaso et al., 2010, Duaso et al., 2011a).
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Durante el proceso de infeccibn e invasion de las vellosidades corionicas
humanas el parasito induce destruccion y desprendimiento del trofoblasto asi como de
la matriz extracelular (MEC) del tejido conectivo fetal y en forma selectiva las
glicoproteinas de las ldminas basales (Duaso et al., 2010). Estas mismas alteraciones
se han observado en placentas provenientes de madres con enfermedad de Chagas

cronica (Duaso et al., 2011b).

Mecanismos de infeccién e invasion tisular

La penetracion de T. cruzi a las células y tejidos del hospedero ocurre a travées
de un proceso complejo, de varias etapas, que involucra a moléculas del parasito y del
hospedero. La unidon del parasito a las células del hospedero es mediada por
receptores, T. cruzi posee una serie de moléculas de superficie que interactian
diferencialmente con moléculas tanto de células como de la MEC del hospedero
(Yoshida, 2006).

Las proteasas de tripanosomatidos juegan un importante rol en distintos eventos
durante el proceso de infeccion, incluyendo: adsorcidén, penetracion, sobrevivencia
intracelular, diferenciacion, infectividad, evasién de la respuesta inmune y nutricién del
parasito. Los tripanosomatidos sintetizan una amplia gama de peptidasas, tanto
intracelulares como secretadas, con diferentes especificidades. Muchas de las
proteasas han sido purificadas y caracterizadas y sus genes clonados y secuenciados.
Las proteasas parasitarias presentan caracteristicas estructurales Unicas, que las hacen
candidatas como potenciales blancos terapéuticos. Estas mismas propiedades
estructurales les confieren inmunogenicidad por lo que muchas poseen un gran
potencial para el desarrollo de vacunas y nuevos métodos de diagnostico seroldgico
(Nogueira de Melo et al., 2010).

La invasion tisular de T. cruzi induce la destruccion de la MEC (Duaso et al., 2010;

Duaso et al., 2011b) secretando proteasas propias de él, tales como la Cruzipaina (Cz)
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(Yoshida, 2006) y también es capaz de activar proteasas endogenas del tejido que es

invadido, como las MMPs (Gutierrez et al., 2008).
Cruzipaina:

(Cz, también llamada Cruzaina o gp57/51) es una cisteina proteasa lisosomal
presente en todas las formas celulares de T. cruzi (Yoshida, 2006). Se clasifica como
una glicoproteina del tipo a-manosa, con un peso molecular aproximado de 51 kDa y

pertenece a la familia de las papainas (Cazzulo, 1999).

La mayoria de las isoformas son lisosomales, adicionalmente se han encontrado
algunas en la superficie de los epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes de T. cruzi,
las cuales presentan reaccion cruzada con Cz soluble y una masa molecular relativa

similar (Berasain et al., 2003).

En epimastigotes esta enzima presenta el nivel de expresion mas alto y se
localiza en organelos parecidos a lisosomas, llamados reservosomas. En
tripomastigotes, la enzima se localiza en el bolsillo flagelar, y en el amastigote se
desplaza a la superficie celular, donde probablemente actla sobre el citoplasma de la
célula hospedera. La Cz es fundamental para la sobrevivencia, crecimiento y
diferenciacion del parasito. Por otro lado, esta proteina es inmunogénica en todas las
formas celulares (Gea et al., 2006).

La Cz presenta varias funciones, entre las que se cuentan:
1) La digestion lisosomal de proteinas exdégenas o del propio parasito (Cazzulo, 1999).

2) Invasion celular del parasito: el uso de inhibidores de proteasas inhibe parcialmente

la invasion celular del parasito (Cazzulo, 1999).

3) Diferenciacion celular del parasito: la sobreexpresion de Cz aumenta la

diferenciacion de epimastigotes hacia tripomastigotes metaciclicos (Cazzulo, 1999).

4) In vitro, se ha demostrado que la Cz tiene la capacidad de digerir a las distintas
isoformas de IgG generando fragmentos inactivos. Esta actividad enzimatica esta

dirigida principalmente -pero no en forma exclusiva-, contra las regiones bisagras de
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las distintas isoformas de IgG. Se ha postulado que la digestion e inactivacion de las
IgG podria ser parte de los mecanismos de evasion de la respuesta inmune (Berasain
et al., 2003).

5) Activacion de células fagociticas del hospedero: T. cruzi infecta células mamiferas
mediante un proceso de endocitosis mediado por un reconocimiento parasito-célula
hospedera. Se ha reportado que los tripomastigotes explotan adicionalmente una via de
invasion alternativa dependiente de actina que involucra la formacion de vacuolas
fagociticas, enriguecidas con los productos lipidicos de la fosfoinositol-3-quinasa (Pl3K).
Se ha postulado, que distintas moléculas del parasito tanto en su superficie como
también liberadas al medio extracelular podrian participar en este proceso; dentro de
este grupo esta la Cz (Gea et al., 2006).

6) Modulacion de la respuesta inmune: la resistencia a la infeccion por T. cruzi esta
asociada con un patron de produccion de citoquinas Thl, mientras que la
susceptibilidad a la infeccion se relaciona con un perfil del tipo Th2. Se propone que Cz
podria jugar un rol clave durante la infeccién por T. cruzi llevando la respuesta inmune
hacia un perfil Th2, favoreciendo la permanencia del parasito en el hospedero. Los
macrofagos con perfil Th2 son capaces de estimular una via alternativa de activacion de
este tipo de fagocito, la cual se caracteriza por la induccion de la actividad de la
ornitina-decarboxilasa. Esta enzima esta involucrada en la sintesis de poliaminas, las

gue son esenciales para la replicacion intracelular del parasito (Gea et al., 2006).

Inhibidores endégenos parasitarios de la cruzipaina:

La chagasina es una proteina enddgena parasitaria inhibidora de las cisteina-
proteasas, que esta codificada por un solo gen, de una masa molecular de 11 kDa y
formada por 109 aminoé&cidos. La chagasina se expresa en todas las formas celulares
del parasito (Santos et al., 2005).

Se propone que un balance fino entre los niveles de expresion de chagasina y de
cisteina-proteasas endogenas tiene relacion con la diferenciacion e infectividad

parasitaria, ya que la infectividad del tripomastigote disminuye cuando la expresion de
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la chagasina aumenta, debido a la reduccién de la actividad enzimatica extracelular de
la Cz (Santos et al., 2005).

Inhibidores de las Cisteina-proteasas sintetizados por las células mamiferas:

Las cisteina-proteasas son reguladas por inhibidores naturales reversibles que
pertenecen a la super familia de las cistatinas, entre ellas se cuentan los quinind6genos y
cistatinas. Los quinindgenos son los principales inhibidores fisiologicos de estas
enzimas debido a su afinidad a cisteina-proteasas y sus altas concentraciones
plasmaticas. La Cz tiene actividad quininogenasa, ya que es capaz de liberar quininas
pro-inflamatorias a partir del quininbgeno humano. La principal quinina liberada por Cz
es la Lys-bradikinina (kallidina). Ademéas, Cz es capaz de convertir la pre-kalikreina
plasmatica a a-kalikreina, lo que constituye una forma indirecta de liberacion de
bradikinina por parte del paréasito. Probablemente, ese mecanismo es usado por T. cruzi
para atravesar los vasos capilares para propagarse a los tejidos. Ademas, la Cz media
la invasion de las células hospederas por parte de los tripomastigotes a través de una
via que involucra la activacion de receptores bradikinina B2 (Gea et al., 2006).

Rol de las metaloproteinasas en la destruccion de la matriz extracelular:

Las MMPs comprenden una amplia gama de endopeptidasas, dependientes de
zinc y calcio, que se dividen en familias de acuerdo al sustrato que degradan
(colagenasas, estromelisinas y gelatinasas) (Gutierrez et al., 2008). Comprenden mas
de 26 endopeptidasas que comparten secuencias proteicas homologas, con una
estructura de algunos dominios conservados y otros dominios especificos relacionados
con la especificidad por sustrato y el reconocimiento de otras proteinas (Amalinei et al.,
2010).

Es ampliamente aceptado que la hidrélisis altamente especifica de uniones
peptidicas puede regular una amplia gama de procesos biolégicos en todos los
organismos vivos. [Este procesamiento proteolitico regula la actividad y
compartimentalizacion de muchas proteinas y procesos biologicos posteriores. La
desregulacion de la expresion de las proteasas y en particular de su actividad esta

involucrada en varias condiciones patolégicas, como enfermedades cardiovasculares y
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neurodegenerativas, enfermedades artriticas, infeccion y cancer. Las MMPs son
secretadas como pro-enzimas a la MEC, donde son activadas por ruptura de su
dominio amino terminal mediante MMPs asociadas a membranas y por otras proteasas
extracelulares. La actividad de las MMPs esta regulada in vivo mediante el balance
entre su tasa de sintesis y degradacion, activacion (de sus pro-formas) y la unién con
sus inhibidores enddgenos (TIMPs) (Frederiks y Mook., 2004). Las MMP-2, MMP-9 y
los TIMPs son expresadas en los tejidos reproductivos de humanos, ovejas, ratas y
ratones, y han sido implicados en la invasion y desarrollo de las vellosidades coridnicas
placentarias. Otro rol fundamental de las MMPs es la participacion en la separacion de

la placenta y las membranas durante el parto (Corthorn et al., 2007).

Entre las MMPs mas estudiadas se encuentran la MMP-2 (también conocida
como Gelatinasa A, de 72 kDa) y MMP-9 (Gelatinasa B, de 92 kDa) que degradan un
amplio rango de sustratos, incluyendo colageno tipo 1V, uno de los principales tipos de
colageno encontrado en las laminas basales (Corthorn et al., 2007). Se han asociado
niveles elevados de MMPs con enfermedades infecciosas del tejido conectivo. La
infeccion por T. cruzi tiende a elevar los niveles de MMP-2 y MMP-9 y su inhibicion
reduce la miocarditis y aumenta las supervivencia durante la fase aguda de la infeccién
(Gutiérrez et al., 2008).

Las MMPs, en conjunto con las cisteina proteasas, las proteasas asparticas y las
serino-proteasas estan involucradas en la degradacion tanto de las membranas basales

como de la matriz extracelular (Amalinei et al., 2010).

Otras proteasas de T. cruzi que interactian con la matriz extracelular

Ademas de la Cz, se han identificado otras proteasas en T. cruzi dentro de las cuales

se encuentran:

- Cisteina-proteasa de 30 kD similar a Catepsina-B con una importante actividad
hidrolitica sobre colageno tipo | humano (Nogueira de Melo et al., 2010).

- POPTc 80, una prolil-oligopeptidasa de 80 kDa descrita en T. cruzi. Mediante
estudios in vitro, se ha demostrado que es capaz de hidrolizar grandes sustratos,
como fibronectina y colageno tipo | y IV, por lo cual se sugiere que podria tener

un rol importante en el proceso de interaccion e invasion celular, ademas de
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facilitar la migracion del parasito por la matriz extracelular de los tejidos el
hospedero (Bastos et al., 2005).

- gp83: Se ha reportado que T. cruzi modifica la expresion de laminina A-1
(LAMC1) en la MEC y contribuye a la patogénesis de la infeccion por T. cruzi en
células cardiacas humanas. LAMC1 esta relacionada con trombospondina,
coldgeno VIl y MMP-2, lo que sugiere que esta red podria facilitar la movilizacién
parasitaria. Distroglicano (DAG1) es una glicoproteina asociada a distrofina
responsable de la union transmembrana entre la MEC y el citoesqueleto. La
forma extracelular de DAG1 puede unirse a alfa-2-laminina. Se postula que si T.
cruzi es capaz alterar el complejo distroglicano, mediante gp83 desde el
extracelular podria ser otro mecanismo por el cual el parasito podria invadir a los

tejidos del hospedero (Cardenas et al., 2010).

La infeccion ex vivo de vellosidades coridnicas induce alteraciones tisulares
importantes. Explantes de vellosidades coridénicas humanas infectadas ex vivo con T.
cruzi muestran una severa desorganizacion y destruccion de coldgeno | asi como una
desorganizacion selectiva de los distintos componentes de las laminas basales,
especialmente de fibronectina y colageno IV (Duaso et al., 2010). Recientemente se ha
descrito que en vellosidades coriénicas de madres chagésicas en la fase crénica de la
enfermedad también se observan alteraciones en las ldminas basales y en el colageno |

del tejido conectivo fetal (Duaso et al., 2011b).

En base a los antecedentes expuestos, es esperable que durante el proceso
infectivo el parésito secrete proteasas propias como la Cz y que active proteasas
enddgenas del tejido a invadir, como las MMPs, como parte de los mecanismos de

invasion tisular.

18



HIPOTESIS

Cruzipaina y metaloproteinasas 2 y 9 participan en la desorganizacién y destruccion del
coldgeno | en el tejido conectivo fetal asi como de glicoproteinas en las laminas basales
presentes en explantes de vellosidades coridnicas placentarias humanas infectadas ex

Vvivo con tripomastigotes de T. cruzi.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el posible rol de cruzipaina y de las metaloproteinasas 2 y 9 en la destruccion
tisular de explantes de vellosidades coridnicas placentarias humanas infectadas ex vivo

con tripomastigotes de T. cruzi

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar los niveles de expresion y actividad de las metaloproteinasas en

explantes de vellosidades coriénicas humanas infectadas ex vivo.

2. Determinar el efecto de la inhibicion especifica de estas enzimas sobre la
capacidad infectiva de T. cruzi en las vellosidades coriénicas placentarias
humanas.

3. Determinar en explantes de vellosidades coridnicas humanas infectadas ex
vivo con tripomastigotes de T. cruzi el posible rol de cruzipaina y
metaloproteinasas 2 y 9 en la desorganizacién y destruccion de:

» Colageno | del tejido conectivo fetal.

» Moléculas glicosiladas presentes en las laminas basales.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de formas infectivas de T. cruzi:

Se cultivaron células VERO (fibroblastos renales de mono verde africano,
ATCC® CCL-81) en medio RPMI 1640® suplementado con suero fetal bovino (SFB) no
inactivado al 5% y antibidticos (penicilina-estreptomicina). Se mantuvieron a 37°C en
una atmosfera humeda con 5% CO,, el medio fue sustituido cada 24-48 horas. Las
células VERO en semi-confluencia fueron inoculadas con un cultivo de epimastigotes
cepas DM28c (fase estacionaria) que presentaba aproximadamente un 5% de la forma
infectiva tripomastigote. Luego de que los tripomastigotes invadieron las células VERO,
se diferenciaron a amastigotes y se multiplicaron, luego de 4 o 5 dias se diferenciaron
nuevamente a tripomastigotes, lisaron las células VERO y fueron recolectados desde el
sobrenadante mediante centrifugacion a 500 x g por 5 minutos para separarlos de los
restos celulares. El centrifugado se dejé en reposo durante 30 minutos a 37°C para
lograr que los tripomastigotes ascendieran hacia el sobrenadante. Este sobrenadante
fue recolectado y centrifugado a 3.000 x g durante 10 minutos para obtener desde el
sedimento las formas infectivas de T. cruzi. Los tripomastigotes fueron resuspendidos
en medio RPMI y su numero se determin6 mediante conteo en una camara de
Neubauer (Duaso et al., 2010).

Obtencion de placentas:

Se obtuvieron placentas humanas de término durante el alumbramiento en
partos por cesarea para asegurar la asepsia y preservacion de la muestra. Los 6rganos
fueron obtenidos de madres sanas con embarazos monogestacionales y fetos con
desarrollo normal. Los criterios de exclusion para la obtencién de placentas fueron
cualquier patologia materna, placentaria o fetal. El consentimiento informado® para uso
experimental de la placenta fue firmado por cada paciente segun las regulaciones del
Comité de Etica Humana de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Los

organos se recogieron en tampon fosfato salino pH 7,2 (PBS, NaCl 135 mM, KCI 2,7

1 Anexo 1
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mM, Na;HPO, 10 mM, KH,PO4 1,8 mM) estéril a 4°C y se procesaron inmediatamente.
Las caras placentarias maternas y fetales fueron desechadas y las vellosidades
coriénicas se obtuvieron de la parte central de los cotiledones. Las vellosidades
coridnicas aisladas fueron lavadas con PBS a fin de eliminar la sangre y cortadas en

trozos 0,5 cm?® (Duaso et al., 2010).
Infeccién ex vivo de vellosidades coriénicas con T. cruzi:

Las vellosidades coridnicas fueron co-cultivadas en presencia y ausencia de
tripomastigotes de la cepa DM28c (concentraciones de 1x10° y 1x10° tripomastigotes
por ml) durante 24 horas en medios de cultivo RPMI suplementados con SFB inactivado
y antibiéticos. Las vellosidades coridnicas controles se mantuvieron en las mismas
condiciones, sin parasitos. Adicionalmente se usaron inhibidores para cisteinaproteasas
(E64, trans-epoxi-succinil-leucilamido-4-guanidino butano, 10 p M) e inhibidores de las
MMPs (Doxicilina, 100 pM) para inhibir Cz y MMP-2/MMP-9, respectivamente.
Posteriormente las vellosidades coridnicas se procesaron para los estudios

microscépicos, bioquimicos y de biologia molecular (Duaso et al., 2010).

Determinacion de la infeccién con T. cruzi de las vellosidades coridnicas por
PCR:

Las muestras de las vellosidades coridnicas incubadas en presencia y ausencia
del parasito y en presencia y ausencia de los inhibidores para Cz (E64) y para MMPs
(doxiciclina) se lavaron al menos 10 veces en PBS, posteriormente se extrajo el DNA
gendmico con el kit Wizard Genomic® (Promega) segun indicaciones del fabricante. La
concentracion de DNA se determiné en un fluorémetro (Qubit®, Invitrogen) mediante el
kit Quant-iT™ dsDNA BR Assay segun indicaciones del fabricante. Se amplificé un
fragmento de 384 pares de bases correspondiente a DNA de minicirculos de T. cruzi

(Zulantay et al., 2004). Las secuencias de los partidores usados fueron:
S35: 5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCAT-3'

S36: 5'-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3'.
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Para un volumen total de 50 pL se mezclaron 500 pg de DNA gendmico, 25ul de
SapphireAmp ® Fast PCR Master Mix (Takara Bio Inc., Japdén) y 10 nanomoles de cada
uno de los partidores. Los ciclos termales fueron: 2 ciclos de denaturacion de 1 min a
98°C y 2 minutos a 64°C, seguidos de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C y 1 minuto a 64°C.
La extension final fue de 10 min a 72°C. Los amplificados de DNA se separaron en
geles de agarosa al 1% preparados en tampén Tris-borato-EDTA y se tifieron con el
colorante de acidos nucleicos GelRed® (Biotium, EE.UU.) segun instrucciones del

fabricante.
Deteccion de la expresion de MMP-2 y MMP-9 mediante Western blot:

Las vellosidades coriéncas fueron homogenizadas en 1 ml de buffer de lisis (Tris
10 mM pH 8,0; SDS 1% p/v en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas
Complete Mini (Roche®)) en un homogenizador Potter-Elvejem a 4°C. Posteriormente
las muestras fueron agitadas en frio durante 15-20 minutos y luego centrifugadas a
15.000 x g. La concentracion de proteinas se determindé en un fluorémetro (Quibit®,
Invitrogen) mediante el kit Quant-iT"™ protein Assay segln indicaciones del fabricante.
Los sobrenadantes de los homogenados fueron diluidos en un buffer de carga
denaturante (glicerol 10%, dodecil sulfato de sodio (SDS) 4,5%, B-mercaptoetanol 5%,
62,5 mM Tris-HCL (pH 6,8) 1,5 mM EDTA y 0,1% azul de bromofenol) y hervidos
durante 5 minutos. Las proteinas fueron separadas en geles por SDS-PAGE al 10% y
luego transferidas a membranas de PDVF (Milipore Corp.) durante 2 horas a 75 mV. Se
utilizé 30 pg de proteinas para la deteccion de MMP-2 y MMP-9. Las membranas se
bloquearon durante dos horas a temperatura ambiente con PBST-BSA 5% para evitar
marcas inespecificas. Posteriormente las membranas fueronn incubadas con el
anticuerpo primario (anti-MMP-2 (sc-53630 Santa Cruz®) anti-MMP-9 (sc-21733, Santa
Cruz®) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las membranas fueron lavadas tres
veces durante 10 minutos con PBST e incubadas con el anticuerpo secundario “goat
antimouse (sc-2055)” conjugado con peroxidasa durante 60 minutos. Las proteinas
inmunoreactivas fueron detectadas mediante quimioluminiscencia (Western Blotting
Luminol Reagent, Santa Cruz Technologies®, sc-2048) segun las instrucciones del

fabricante). Posteriormente las membranas se incubaron en una solucion de “stripping”
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(62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS y 50mM [B-mercaptoetanol) a 50°C durante 30
minutos. Después las membranas fueron lavadas 3 veces durante 10 minutos en TBST,
bloqueadas en PBST-BSA 5%, incubadas con el anticuerpo primario contra la proteina
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, sc-51905, Santa Cruz®) durante
toda la noche a 4°C como control de carga. El tratamiento para la deteccion de GAPDH

fue el mismo que el descrito anteriormente.

Las peliculas fueron digitalizadas en un sistema automatico de barrido y se utilizo el
programa ImageJ v 1.34 (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, EE.UU) para
el andlisis densitométrico de las bandas. Los resultados se expresaron como la razon
de MMP-2 6 MMP-9 versus GADPH.

Se normalizaron a 1 los valores de la razon MMP-2/MMP-9 con los controles en los
distintos blots de cada experimento y se expresaron los datos de las distintas
condiciones experimentales en relacidon con sus controles respectivos. (Kemmerling et
al., 2007)

Deteccidn de la expresion de MMP-2 y MMP-9 mediante Inmunohistoquimica:

Las vellosidades coridnicas se fijaron durante 24 horas en formaldehido 4%
preparado en un tampon fosfato pH 7,3. Posteriormente se lavaron durante 2 horas en
agua corriente, se deshidrataron mediante inmersion en concentraciones crecientes de
etanol (80%, 90%, 95%, 100%, 100%, 100%) por 10 minutos cada vez, se aclararon en
xilol 100% 3 veces durante 15 minutos y se incluyeron en parafina fundida a 60°C. Se
obtuvieron cortes de 8 um de espesor que fueron colocados en portaobjetos silanizados
con carga positiva (Superfrost® plus, Thermo Scientific), y luego fueron desparafinados
en xilol 100% 3 veces por 15 minutos, e hidratados en concentraciones decrecientes de
etanol (100%, 100%, 100%, 95%, 80%, 70% y agua destilada) por 10 minutos cada vez.
La inmunodeteccion se realiz6 mediante el kit comercial R.T.U. Vectastain (Vector
Laboratories, EE.UU.). Se bloque6 por 30 minutos con el bloqueador de peroxidasas
endogenas ProBlock® (ScyTek, EE.UU.), luego se lavé con PBS por 15 minutos, se
boquedé con suero normal equino R.T.U al 2,5%. Luego se incubaron con los

anticuerpos primarios anti MMP-2 (sc-53630 Santa Cruz®, dilucién 1:400 v/v) y anti
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MMP-9 (sc-21733, Santa Cruz®, dilucion 1:400 v/v) durante toda la noche a 4°C.
Después de lavados en PBS, las muestras fueron incubadas con un anticuerpo
secundario biotinilado y conjugado con estreptovidina Universal R.T.U (Vector
Laboratories, EE.UU.). El complejo antigeno-anticuerpo fue revelado con el cromégeno
diamino bencidina (DAB) y el contraste nuclear se realiz6 con hematoxilina de Mayer.
Los controles de inmunohistoquimica se realizaron mediante la sustitucion de los
anticuerpos primarios con PBS. Los preparados se montaron en medio Entellan
(Merck®), fueron observados en un microscopio (Nikon, Optiphot-2) y las imagenes se
capturaron con un equipo de digitalizacion (Canon Powershot SX100) acoplado al
microscopio y procesadas empleando el programa computacional GIMP. (Duaso et al.,
2010)

Determinacion de la actividad gelatinasa de MMP-2 y MMP-9 mediante

fluorescencia:

Se utilizé el Kit InnoZyme Gelatinase (MMP-2/MMP-9) Activity (Calbiochem,
EE.UU.) que se basa en la utilizacion de un sustrato fluorogénico similar al colageno

altamente selectivo para MMP-2 y MMP-9.

Las muestras fueron homogenizadas utilizando 1 ml de tampé6n de lisis no-reductor
(Tris-HCI 500 nM; Triton x-100 1%; CaCl, 10 mM; NaCl 200 mM, pH 7,5) a 4°C en un
homogenizador Potter-Elvejem. Posteriormente las muestras fueron agitadas en frio
durante 15-20 minutos y luego centrifugadas a 15.000 x g. La concentracion de
proteinas se determiné en un fluorémetro (Quibit®, Invitrogen) mediante el kit Quant-

iT™ protein Assay, segun indicaciones del fabricante.

1 mg de cada muestra fue activada usando acetato p-Aminofenilmercdrico en una
relacion 1:3 durante 2 horas a 37°C. Se agreg6 90 ul de cada muestra activada en
distintos pocillos, luego se afiadié 10 pl de sustrato a cada pocillo y se incubd por 2
horas a 37°C. Se midi6 la fluorescencia usando un flurémetro Jasco FP-6200

configurado con una longitud de onda de excitacion de 320 nm y 405 nm de emision.
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Se normalizaron a 1 los valores de la razén MMP-2/MMP-9 de los controles en los
distintos experimentos y se expresaron los datos de las distintas condiciones
experimentales en relacion con su control (Lauer-Fields et al., 2003).

Determinacion de la actividad gelatinasa de MMP-2 y MMP-9 mediante zimografia:

La actividad gelatinolitica de las MMP-2 y 9 fue estudiada mediante zimografia
en geles de poliacrilamida al 10% co-polimerizado con 2% de gelatina (ReadyGel,
BioRAd, EE.UU.) Las muestras fueron homogenizadas utilizando 1 ml de tampon de
lisis no-reductor (Tris-HCI 500 nM; Triton x-100 1%; CaCl, 10 mM; NaCl 200 mM, pH
7,5) a 4°C en un homogenizador Potter-Elvejem. Posteriormente las muestras fueron
agitadas en frio durante 15-20 minutos y luego centrifugadas a 15.000 x g a 4°C. La
concentracion de proteinas se determind en un fluorometro (Quibit®, Invitrogen)
mediante el kit Quant-iT™ protein Assay, segun indicaciones del fabricante. 30pg de
proteina del homogenizado fue sometido a electroforesis en un gel de poliacrilamida al
8% con 2% de gelatina (2 mg/ml, tipo A de piel porcina; Sigma). MMP 2 y 9 humanas
recombinantes fueron usadas como controles positivo (Calbiochem, EE.UU.). La
separacion electroforética se realiz6 a 90 volts durante 2.5 horas en condiciones no
reductoras. Los geles fueron renaturados con Triton X-100 2,5% por 60 minutos e
incubados por 24 horas a 37°C en un buffer de activacion (150 mM Tris-HCI; 150 mM
NaCl; 5 mM Ca?*; 0,02% NaNs, pH 7,5). Posteriormente, los geles fueron tefiidos con
azul brillante Coomasie 0,5% (G-250; Sigma). La actividad gelatinolitica fue detectada
como bandas transparentes en contraste al azul oscuro del fondo. Los zimogramas
fueron escaneados digitalmente y las intensidades de las bandas se cuantificaron
usando el programa ImageJ v.1.34 (National Institute of Health, Bethesda, MD), y

expresadas como una relaciéon con las muestras control. (Gutiérrez et al., 2008).
Andlisis histoquimico de colageno I:

La organizacion de colageno | fue analizada mediante la técnica histoquimica de picro
rojo sirio. Las vellosidades corionicas fueron procesadas como descrito mas arriba. Las
muestras cortadas e hidratadas fueron tefiidas por 8 minutos con hematoxilina de

Mayer y se lavaron con agua corriente por 10 minutos. Posteriormente fueron
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sumergidas en una solucién de picro rojo sirio (0,5g Direct red 80 (Sigma-Aldrich®) en
500 ml de solucién acuosa sobresaturada de &acido picrico (Sigma-Aldrich®)) por una
hora, se lavaron dos veces con agua destilada acidificada al 0,5% con acido acético
glacial, y finalmente con agua destilada 3 veces cambiando el agua cada vez
(Junqueira et al.,, 1979). Los preparados fueron montados con Entellan (Merck®),
observados en un microscopio de luz polarizada (Leitz Wetzlar) y las imagenes fueron
capturadas con un equipo de digitalizacion (Canon Powershot SX100 15) acoplado al
microscopio y procesadas empleando el programa computacional GIMP (Duaso et al.,
2010).

Analisis histoquimico de moléculas glicosiladas de la MEC mediante tincion de
acido periédico de Schiff (PAS):

El acido periédico oxida los grupos hidroxilo de hexosas neutras a aldehidos, que
son visualizados con el reactivo de Schiff resultando un color rojo purpura (Thompson,
1966). Las membranas basales presentan macromoléculas con una alta proporcion de
hidratos de carbono (Junqueira, et al., 1979), por lo cual se tifien bien mediante la
reaccion de PAS y otros colorantes histolégicos que detecten glicosaminoglicanos
(GAGSs) (Kiernan, 2008; Brancroft y Gamble, 2008).

Las muestras fueron procesadas para analisis histolégico de rutina, como fue
descrito mas arriba. Se utilizo el kit de tincion PAS (kit periodic acid-Schiff (PAS)
staining system) de Sigma-Aldrich®, segun las instrucciones dadas por el fabricante.
Los cortes fueron desparafinados e hidratados como ya fue descrito anteriormente,
sumergidos en agua desionizada, tres veces por 5 minutos cada vez, luego sumergidos
en solucion de &cido periodico, durante 5 minutos a temperatura ambiente, lavados al
menos 10 veces en agua destilada cambiando el agua cada vez, sumergidos en
reactivo de Schiff, durante 15 minutos a temperatura ambiente y lavados durante 5
minutos en agua corriente. El contraste nuclear se realizé mediante tincion nuclear con
hematoxilina de Gill por 90 segundos, finalmente fueron deshidratadas, aclaradas y
montadas en medio Entellan® como ya fue descrito. Adicionalmente se realizaron
controles de la técnica mediante la aplicaciéon, en los cortes previo a la tincion, de a-
amilasa (4 pg/ml) durante 30 minutos a 37°C (Duaso et al., 2010).
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Analisis estadistico:

Cada experimento fue realizado en triplicado y al menos en tres oportunidades
distintas. Los resultados se expresaron como promedio mas desviacion estandar. La
significancia de las variables cuantitativas se evalué mediante el test de Student. Las
variables multiples se analizaron mediante ANDEVA seguido por “Dunnett’s post test”
(comparando todas las columnas respecto al control). Se utiliz6 el programa
computacional GraphPad Software PRISM 5.0 (GraphPad Software, San Diego,

EE.UU.). Se consider6 un p <0,05 como estadisticamente significativo.

Bioseguridad:

Los experimentos fueron desarrollados en el “Laboratorio de Mecanismos de la
Infeccion Parasitaria”, ubicado en el Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile; que cuenta con los requerimientos basicos de
Bioseguridad certificados por la "Unidad de Prevencion de Riesgos y Bioseguridad de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile"?. Las formas infectivas del parasito
fueron manipuladas por la profesora guia.

Bioética:

Este estudio contd con la aprobacion del “Comité de Etica Humana de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Chile®.

2 Anexo 2
3 Anexo 3
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RESULTADOS

Se ha planteado que durante el proceso de invasion celular y tisular de T. cruzi
participen tanto proteasas propias del parasito, entre ellas la Cz (Yoshida, 2006) asi
como proteasas del tejido que es invadido, como las MMPs (Gutierrez et al., 2008).
Ademas se ha descrito como potencial mecanismo de invasion tisular la
desorganizacion de la MEC de vellosidades corionicas infectadas con T. cruzi tanto en
modelos de explantes ex vivo (Duaso et al., 2010) como en placentas de mujeres con

enfermedad de Chagas asintomatica (Duaso et al., 2011b).

La infeccion ex vivo de los explantes de vellosidades coriénicas humanas con
tripomastigotes de T. cruzi induce la expresién de Metaloproteinasas 2y 9.
Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° 6 10°
tripomastigotes y en presencia y ausencia del inhibidor de MMP-2 y MMP-9, doxiciclina
(100pM). La expresion de las MMP-2 y MMP-9 fue analizada mediante Western blot. Se
observa un aumento estadisticamente significativo de la expresion tanto de MMP-2
(Fig. 4) como de MMP-9 (Fig. 5) en las vellosidades corionicas incubadas con el
pardsito respecto al control. Las muestras incubadas con la concentracion mas alta de
parasitos presentaron también una mayor expresion de las proteasas (Figs. 4 y 5). Asi,
muestras incubadas con 10° tripomastigotes presentan un aumento de un 75% de la
expresion de MMP-2 (Fig. 4) (p<0,05) y de un 57% de la expresion de MMP-9 (p<0,05).
El aumento de la expresion de las MMPs es mas notorio aun en las muestras incubadas
con 10° parasitos, ya que la expresion de MMP-2 aumenta en un 137% (p<0,001) y la
de MMP-9 en un 101% (p<0,001). El inhibidor de las MMPs, doxiciclina no alteré la
expresion de las proteasas (Figs. 4 y 5). Se observa una leve disminucion de la
expresion de ambas MMPs en presencia del parasito e inhibidor al comparar con las
muestras incubadas soOlo con el parasito. Sin embargo, estas diferencias no son
estadisticamente significativas.

La expresion y localizacion tisular de MMP-2 (Fig. 6) y MMP-9 (Fig. 7) fue analizada
mediante inmunohistoquimica. Se confirma el aumento de la expresion de ambas

proteasas en presencia del parasito (Fig. 6, paneles B y C; Fig. 7 paneles B y C)

28



También se evidencia que la incubacion con el inhibidor no altera la expresion de
ambas proteasas (Fig. 6 paneles Dy F; Fig. 7 paneles D y F). Tanto la MMP-2 como
la MMP-9 se localizan en todos los compartimentos tisulares de las vellosidades
coridnicas (Figs. 7 y 8). Sin embargo, la mayor inmunoreactividad se observo en el

trofoblasto.

La infeccion ex vivo de los explantes de vellosidades coridonicas humanas con

tripomastigotes de T. cruzi induce la actividad de las Metaloproteinasas 2y 9.

Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° 6 10°
tripomastigotes. Se determind la actividad enzimatica de MMP-2 y MMP-2
fluorimétricamente mediante un kit comercial que presenta sustratos altamente
especificos para MMP-2 y MMP-9. Las muestras incubadas con los parasitos presentan
el doble de la actividad de las MMPs respecto a los controles (p< 0,05) (Fig. 8). Sin
embargo, este método presenta la desventaja que no se puede utilizar a doxiciclina
como inhibidor, ya que esta droga emite fluorescencia e interfiere por ende con la
medicion de la actividad enzimatica.

Consecuentemente, se analiz6 la actividad enzimatica mediante zimografias. Las
vellosidades coridnicas fueron incubadas en presencia y ausencia del parasito asi como
en presencia y ausencia del inhibidor Doxiclina. Las muestras incubadas con 10°
parasitos duplican la actividad enzimatica de MMP-2 (Fig. 9 p<0,05,) y de MMP-9 (Fig.
10, p<0,05) respecto a los controles y muestras incubadas ademas con el inhibidor.
Cuando el tejido placentario es incubado con 10° parésitos la actividad enzimética
practicamente se triplica (Figs. 9 y 10, p<0,001). Las zimografias adicionalmente
permitieron comprobar que la concentracion de doxiciclina utilizada efectivamente

inhibe la actividad enzimética de estas MMPs (Figs. 9y 10).
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La inhibicion de la actividad de cruzipaina y las metaloproteinasas no previene la
infeccidon de explantes de vellosidades coridénicas humana con tripomastigotes de
T. cruzi.

Vellosidades coridnicas humanas fueron incubadas durante 24 horas en
presencia y ausencia de 10° millones de tripomastigotes y en presencia y ausencia de
E-64 y doxiciclina (10 y 100 uM respectivamente). Ninguno de los dos inhibidores fue
capaz de impedir la infeccion de las vellosidades corioncas.

En la figura 11 se observa la deteccion de DNA parasitario en las vellosidades
coriénicas humanas mediante PCR. En todas las muestras incubadas con el parasito
en ausencia y presencia de los inhibidores (Fig. 11 carriles 4-9) se detecta DNA
parasitario. Si bien la densidad de los productos de PCR de aquellas muestras tratadas
con los inhibidores es menor en relacion a las muestras incubadas s6lo con el parasito,
no es posible afirmar que doxiciclina o E64 inhiban la infeccion ex vivo de las

vellosidades coridnicas humanas

La inhibicion de la actividad de la cruzipaina y las metaloproteinasas previene
parcialmente la destruccion de la matriz extracelular.

La MEC es un componente fundamental de los tejidos, forma una red
macromolecular tridimensional que es molecular y bioquimicamente muy compleja. Las
laminas basales son estructuras de la MEC altamente estructuradas que se ubican
entre tejidos epiteliales y tejidos conectivos. Las laminas basales presentan una alta
concentracion de moléculas glicosiladas, ya que presentan una alta concentracion de
glicoproteinas como laminina y fibronectina asi como de proteoglicanos como el
heparansulfato. En las vellosidades coridnicas las ldminas basales se ubican entre el
trofoblasto y tejido conectivo fetal y alrededor de los endotelios de los capilares fetales
(Kemmerling et al., 2010).

Por otra parte, el tejido conectivo fetal es rico en colageno |, que forma el “esqueleto”
basico de la compleja red que forma la MEC en este tejido mesenquimatico. En
estudios previos se ha determinado que el parasito induce una marcada
desorganizacion de la MEC en las vellosidades corionicas humanas (Duaso et al., 2010,

Duaso et al., 2011c), la que probablemente se debe a la actividad de proteasas. Para
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determinar si las MMPs y Cz participan en este proceso se analizd el efecto de la
inhibicion éstas sobre la organizacion de la MEC en las vellosidades coridnicas

incubadas en presencia y ausencia del parasito.

1) La inhibicion de las metaloproteinasas previene la destruccion de moléculas

glicosiladas de la matriz extracelular.

Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° 6 10°
tripomastigotes y en presencia y ausencia del inhibidor de MMP-2 y MMP-9, doxiciclina
(100uM). Las muestras fueron analizadas histoquimicamente mediante con la tincion de
acido periédico de Schiff (PAS). Vellosidades coridnicas incubadas en presencia del
parasito y en presencia de doxiciclina (Fig. 12, paneles E y F) muestran una tincién
PAS positiva similar a las vellosidades corionicas controles (sin el paréasito) (Fig. 12,
paneles A y D) y mucho mayor que las muestras incubadas con T. cruzi (Fig. 12,

paneles By C).

2) La__inhibicion de las metaloproteinasas y la cruzipaina previene la

desorganizacion del colageno tipo | de la matriz extracelular.

El mismo resultado se obtiene al analizar el coldgeno | del tejido conectivo fetal.
Vellosidades corionicas incubadas en presencia del parasito y en presencia de
doxiciclina (Fig. 13, paneles E-F) o E64 (Fig 13, paneles H e I) muestran una
organizaciéon del colageno |, analizada histoquimicamente con el método de picro rojo
sirio, similar a las vellosidades coriénicas controles (sin el parasito) (Fig. 13, paneles A,
D y G) y mucho mayor que las muestras incubadas con soélo con T. cruzi (Fig. 13,
paneles By C).

Por ende, doxiciclina y el inhibidor de cisteinaproteasas no son capaces de impedir
la infeccion ex vivo con T. cruzi. Sin embargo previenen la destruccion tisular inducida

por el parasito.
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DISCUSION

En la transmision materno-fetal de la enfermedad de Chagas, para alcanzar los
capilares fetales el paréasito debe atravesar la barrera placentaria, compuesta por el
sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, tejido conectivo fetal y endotelio de los capilares
fetales ademas de las laminas basales presentes entre los distintos compartimentos

tisulares (Kemmerling et al., 2010; Duaso et al., 2011a; Duaso et al., 2011b) .

La infeccion ex vivo de vellosidades coridnicas humanas induce destruccion y
desprendimiento del trofoblasto, desorganizacion selectiva de los componentes
moleculares de las laminas basales y desorganizacion severa de colageno tipo | en el
tejido conectivo fetal (Duaso et al., 2010). Alteraciones histopatolégicas similares se
observan en placentas de mujeres con enfermedad de Chagas cronica asintomatica
(Duaso et al., 2011b). Esta destruccion del tejido placentario permitiria alcanzar al
pardsito los vasos sanguineos fetales y asi alcanzar a la circulaciéon fetal (Kemmerling
et al., 2010). En este contexto es particularmente importante considerar que el colageno
es un componente fundamental de la red tridimensional que forma la MEC. Esta red
tridimensional esta formada por los distintos tipos de colagenos, fibras elasticas,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas (Junqueira y Carneiro, 2005). Si se
destruye este "esqueleto basico" de la MEC, la conformaciéon normal de MEC y el tejido
se desorganiza, condicion que facilitaria la movilizacion del parasito dentro de ellos.
Ademas, se ha propuesto que las alteraciones de MEC producidas por la presencia del
pardsito no sélo promueven su movilidad en los tejidos y su entrada en las células, sino
también alteran la presencia de citocinas y quimiocinas, que a su vez permite a T. cruzi
modular y evadir la respuesta inmune (Marino et al., 2003; Mendes da Cruz et al., 2006;
Duaso et al., 2010).

La destruccion celular y especialmente la de la MEC se debe, en parte a
proteasas del parasito como la Cz (Yoshida, 2006), asi como de la activacion de
proteasas propias del tejido que es invadido como son las MMPs (Gutierrez et al.,
2008).
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Entre las MMPs mas estudiadas se encuentran las MMP-2 y MMP-9 (Demir-
Weusten et al.,, 2007), Estas proteasas han sido vinculadas a la etiopatogenia de la
miocarditis chagasica observada en la fase aguda de la enfermedad (Gutierrez et al.,
2008). Tanto la expresion como actividad de estas MMPs estdn aumentadas en la
miocarditis siendo responsables de la remodelacion de la MEC en los tejidos cardiacos
(Gutierrez et al., 2008).

Tanto MMP-2 como MMP-9 se expresan en la placenta humana (Castellucci y
Kaufmann, 2006; Demir-Weusten et al., 2007). Estas proteasas son responsables de la
remodelacion de la MEC en el tejido placentario en procesos fisioldgicos y patoldgicos
(Marbaix et al., 1992; Castellucci y Kaufmann, 2006; Demir-Weusten et al., 2007). Estas
proteasas se expresan durante la invasion del trofoblasto en la implantacion del
embrion (Demir-Weusten et al., 2007) y durante el parto (Huisman et al., 2004; Xu et
al., 2002; Demir-Weusten et al., 2007). Especialmente MMP-9 aumenta su expresion y
actividad previo y durante el parto (Demir-Weusten et al., 2007). Por otra parte, se ha
descrito un aumento de la expresion de MMPs en patologias derivadas del trofoblasto,
como son los tumores placentarios, especialmente el coriocarcinoma (Singh et al.,
2011). También se ha descrito un aumento de MMPs durante infecciones corio-
amnidticas (Oha et al., 2011). Infeccién por Lactobacillus acidophylus y Ureaplasma
urealyticum (Estrada-Gutierrez et al., 2010) inducen expresiéon de MMP-9 y citoquinas
pro-inflamatorias. En cambio en placentas del primer trimestre, virus como
Citomegalovirus pueden inhibir a las MMPs, impidiendo una adecuada vascularizacion
de este 6rgano e inducir de esta manera abortos (Tao et al., 2011). T. cruzi induce tanto
la expresion como actividad de MMP-2 y MMP-9 en explantes de vellosidades
coriénicas humanas (Figs. 4,5,6,7,8,9 y 10). De esta manera, se demuestra por primera
vez, que MMPs participan en la etiopatogenia de la infecciébn congénita por T. cruzi.

Doxiciclina es un inhibidor de las MMPs, su mecanismo de accion es mediante la
quelacién de cationes bivalentes como Ca?* y Zn*'. Estos cationes son co-factores
esenciales para la activacion de la pro-MMP (zim6geno) a su estado proteolitico
(Snoek-Van Beurden y Von Den Hoff, 2005; Gutierrez et al.; 2008; Nogueira de Melo et

al., 2010). Este mecanismo de accién de la doxiciclina explicaria porque en presencia
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de ésta, solo se inhibe la actividad de las MMPs (Figs. 9 y 10) y no la expresion (Figs.
4y 5).

La inhibicién de las MMPs no impide la infeccion ex vivo de las vellosidades

coriénicas humanas, aunque se observa una leve disminucion del amplificado DNA del
parasito obtenido de las vellosidades corionicas incubadas en presencia del parasito y
de doxiciclina. Actualmente estan en curso experimentos para cuantificar la presencia
del parasito en el tejido placentario mediante Real-time PCR. Esta disminucion de la
presencia de DNA parasitario se debe, probablemente, a que al impedir la remodelacion
de la MEC al parasito se le dificulta el paso a través de las barreras tisulares,
especialmente a nivel de laminas basales y tejido conectivo fetal. El hecho de que el
uso de doxiciclina previene la destruccion de la MEC inducida por el parasito, apoya
esta teoria. Otra posibilidad que explicaria este hecho, es que la doxiciclina tendria un
efecto trypanocida. Sin embargo, dosis tan altas como 1 mM no son capaces de matar
al parasito (dato no mostrado).
Por otro lado, la inhibicibn de cisteina proteasas también previene la destruccion
inducida por el parasito y tampoco impide la infeccion ex vivo de las vellosidades
coridnicas. Cz es la principal proteasa del parésito, pero no es la Unica proteasa que
presenta T. cruzi. EI hecho de que se observen efectos similares al inhibir tanto
proteasas del parasito como del tejido a invadir indicaria que la participacion de ambos
tipos de enzimas es fundamental en el proceso de invasién tisular. También es posible
que E-64 usado para inhibir a la Cz actle sobre otras cisteina proteasas del parasito y
ademas secundariamente sobre cisteina proteasas propias de la placenta. Entre éstas
Gltimas se cuentan las caspasas que participan la muerte celular tipo apoptosis (Jerzak
y Bischof, 2002; Duaso et al., 2011a) asi como en la diferenciacion del trofoblasto
(Huppertz y Borges, 2008).

Para evaluar los potenciales beneficios terapéuticos de la inhibicion de las
proteasas estudiadas, se necesitan experimentos adicionales, en los cuales se
combinen el uso de inhibidores de las MMPs con las drogas antichagasicas
convencionales. Posibles resultados positivos tendrian la ventaja de poder disminuir las
dosis de las drogas antichagasicas convencionales, que presentan efectos secundarios

adversos importantes. Adicionalmente, es necesario buscar otro modelo de infeccion
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tisular o modelo animal, ya que ni las drogas antichagasicas (Carlier y Truyens, 2010) ni
la doxiciclina se pueden usar durante el embarazo (Tan et al.; 2011). Sin embargo,
doxiciclina se ha usado en el tratamiento contra cepas de malaria multiresistente en
mujeres embarazadas y nifilos menores de 8 afios sin mayores efectos adversos (Tan et
al.; 2011) y se recomienda como potencial antibiotico a usar durante el embarazo en
caso de bioterrorismo (Cooper et al.; 2009).

Los resultados de la presente memoria muestran que la destruccion de la MEC
en las vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con tripomastigotes de T. cruzi es
consecuencia tanto de la activacion de proteasas endégenas (MMP-2 y MMP-9) y de la
secrecion por parte del parésito de proteasas como la Cz. La desorganizacion de la
estructura normal del colageno de la MEC podria facilitar la penetracion e infeccion del
pardasito a los tejidos del hospedero, promoviendo su paso hacia la circulacion fetal.

Por primera vez se describe la participacion de proteasas como mecanismo de

infeccion parasitaria en la enfermedad de Chagas congénita.
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CONCLUSIONES

T. cruzi induce la expresion y actividad de MMP-2 y MMP-9 durante la infeccion

ex vivo de explantes de vellosidades coribnicas humanas

e Tanto la expresibon como actividad de las MMPs es dependiente de la

concentracion de parasitos usados.

e Cisteina-proteasas parasitarias, como Cz, participan en la destruccion de la MEC

de las vellosidades coridnicas humanas infectadas ex vivo.

e La inhibicion de la actividad proteolitica de las MMP-2/MMP-9 y Cz previene la

destruccion de la MEC inducida por el parasito.

e La inhibicién de la actividad proteolitca de MMP-2/MMP-9 y Cz no evita la

infeccion ex vivo de los explantes vellositarios por parte de T. cruzi

Se concluye, que durante la infeccion e invasion tisular de T. cruzi participan tanto

proteasas parasitarias (Cz) como tisulares endégenas (MMPSs).
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FIGURAS

FIGURA 1
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Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi:

El insecto vector (triatomino) ingiere tripomastigotes sanguineos al alimentarse de la
sangre de un mamifero infectado con el parasito. A medida que los parasitos avanzan
por el tracto digestivo del insecto vector, éstos se diferencian a epimastigotes, la forma
replicativa extracelular del parasito. En el intestino posterior del insecto vector los
epimastigotes se diferencian nuevamente a tripomastigotes metaciclicos. El insecto al
alimentarse nuevamente, deyecta inmediatamente sus desechos contaminados con
parasitos que ingresan al individuo a través del sitio de la picadura o a través de las
mucosas. Los tripomastigotes penetran células nucleadas y se diferencian a
amastigotes multiplicandose repetidas veces intracelularmente. Posteriormente se
diferencian nuevamente a tripomastigotes, lisan la célula, alcanzan la circulacion
sanguinea y se diseminan por todo el organismo, quedando expuestos para que
nuevamente sean ingeridos por un insecto vector, cerrando asi el ciclo biolégico.
Fuente: Rassi et al. 2010.
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FIGURA 2
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Estimacion de la poblacion mundial infectada con Trypanosoma cruzi:

La enfermedad de Chagas es endémica en el continente americano, afectando a 21
paises. Adicionalmente se estd detectando a esta patologia en paises no endémicos
debido a formas de transmision no vectorial (transfusiones, trasplantes y congénita). La
“globalizacién” de la enfermedad de Chagas” se debe a migraciones tanto legales como
ilegales de personas infectadas desde paises endémicos.

Fuente: http://www.treatchagas.org/imagens/MapChagasJun09 large.jpg
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FIGURA 3
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Barrera placentaria:

La barrera placentaria estd compuesta por sinciciotrofoblasto (ST), citotrofoblasto (CT),
tejido conectivo fetal (FCT), capilares fetales (FC) y laminas basales entre el tejido
conectivo fetal y trofoblasto (BLT) y alrededor de los capilares fetales (FCBL) (A-D).
Después de la semana 20 de gestacion, la placenta sufre modificaciones para favorecer
el intercambio metabdlico. Las células del citotrofoblasto disminuyen, los nucleos del
sinciciotrofoblasto se agrupan formando nodos y los capilares del tejido conectivo fetal
se acercan al trofoblasto, adelgazandose la barrera placentaria (C-D).

Fuente: Kemmerling et al., 2010.
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FIGURA 4
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Trypanosoma cruzi induce la expresion de MMP-2, la que no es inhibida por
doxiciclina: Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y
10° tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas a 37°C y en ausencia (A-C) y
presencia de doxiciclina (100uM). Las muestras incubadas con tripomastigotes
presentan mayores niveles de expresion de MMP-2 respecto al control. Doxiciclina,
inhibidor de MMPs, no altera la expresion de MMP-2. Los niveles de expresion de
MMP-2 fueron obtenidas mediante andlisis densitométrico de los Western blots. Se
muestra un Western blot representativo. Las columnas corresponden a los promedios,
con su desviacion estandar, de la razén MPP-2/GAPDH. Todos los valores fueron
normalizados respecto a sus controles. Se utilizé el test estadistico ANDEVA seguido
por “Dunnett’s post-test”. *p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001.
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FIGURA 5
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Trypanosoma cruzi induce la expresion de MMP-9, la que no es inhibida por
doxiciclina: Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y
10° tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas a 37°C y en ausencia (A-C) y
presencia de doxiciclina (100uM). Las muestras incubadas con tripomastigotes
presentan mayores niveles de expresion de MMP-9 respecto al control. Doxiciclina,
inhibidor de MMPs, no altera la expresion de MMP-9. Los niveles de expresion de
MMP-9 fueron obtenidas mediante analisis densitométrico de los Western blots. Se
muestra un Western blot representativo. Las columnas corresponden a los promedios,
con su desviacion estandar, de la razén MPP-9/GAPDH. Todos los valores fueron
normalizados respecto a sus controles. Se utilizé el test estadistico ANDEVA seguido
por “Dunnett’s post-test”. *p < 0.05, ***p < 0.001.
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FIGURA 6
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Trypanosoma cruzi induce la expresion de MMP-2, la que no es inhibida por
doxiciclina: Vellosidades coridnicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y
10° tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas a 37°C y en ausencia (A-C) y
presencia de doxiciclina (100uM). Se observa un aumento de la inmunoreactividad para
MMP-2 en las vellosidades incubadas con 10° y 10° tripomastigotes (B, C, E, F)
respecto al control (A, D). Doxiciclina, inhibidor de MMPs, no altera la expresion de
MMP-2. Las muestras fueron procesadas para inmunohistoquimica de rutina, el
complejo Antigeno-anticuerpo fue revelado con DAB. Barra: 25um.
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FIGURA 7
Control 10° Tripos 10° Tripos

Trypanosoma cruzi induce la expresion de MMP-9, la que no es inhibida por
doxiciclina: Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y
10° tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas a 37°C y en ausencia (A-C) y
presencia de doxiciclina (100puM). Se observa un aumento de la inmunoreactividad para
MMP-9 en las vellosidades incubadas con 10° y 10° tripomastigotes (B, C, E, F)
respecto al control (A, D). doxiciclina, inhibidor de MMPs, no altera la expresién de
MMP-9. Las muestras fueron procesadas para inmunohistoquimica de rutina, el
complejo Antigeno-anticuerpo fue revelado con DAB. Barra: 25um.
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FIGURA 8
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T. cruzi induce actividad de MMP-2 y MMP-9: Vellosidades coridnicas fueron
incubadas en presencia y ausencia de 10° y 10° tripomastigotes de la cepa DM28c
durante 24 horas a 37°C. Las vellosidades incubadas con el pardsito muestran un
aumento estadisticamente significativo de la actividad enzimatica. La actividad
enzimatica fue determinada mediante el Kit InnoZyme Gelatinase (MMP-2/MMP-9)
Activity (Calbiochem, EE.UU.). Las columnas corresponden a los promedios, con su
desviacion estandar. Todos los valores fueron normalizados respecto a sus controles.
Se utiliz6 el test estadistico T de Student. *p < 0.05.
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FIGURA 9
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T. cruzi induce actividad de MMP-2: Vellosidades corionicas fueron incubadas en
presencia y ausencia de 10° y 10° tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas a
37°C y en ausencia y presencia de doxiciclina (100uM). La actividad gelatinolitica de
MMP-2 fue determinada mediante zimografia en geles de poliacrilamida al 10% y 2% de
gelatina. Las vellosidades incubadas con el parasito muestran un aumento
estadisticamente significativo de la actividad enzimatica. Se utilizé MMP-2
recombinante (Calbiochem®) como control positivo. Se muestra una zimografia
representativa. Las columnas corresponden a los promedios, con su desviacion
estandar del andlisis densitométrico de la bandas correspondientes a la actividad
gelatinolitica. Todos los valores fueron normalizados respecto a sus controles. Se utilizé
el test estadistico ANDEVA seguido por “Dunnett’s post-test”. *p < 0.05, ***p < 0.001.
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FIGURA 10

MMP-9

oy &

4. KK

Actividad gelatinolitica

T. cruzi induce actividad de MMP-9: Vellosidades corionicas fueron incubadas en
presencia y ausencia de 10° y 10° tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas a
37°C y en ausencia y presencia de doxiciclina (100uM). La actividad gelatinolitica de
MMP-9 fue determinada mediante zimografia en geles de poliacrilamida al 10% y 2% de
gelatina. Las vellosidades incubadas con el parasito muestran un aumento
estadisticamente significativo de la actividad enzimatica. Se utilizé MMP-9
recombinante (Calbiochem®) como control positivo. Se muestra una zimografia
representativa. Las columnas corresponden a los promedios con su desviacion
estandar del analisis densitométrico de las bandas correspondientes a la actividad
gelatinolitica. Todos los valores fueron normalizados respecto a sus controles. Se utilizo
el test estadistico ANDEVA seguido por “Dunnett’s post-test”. *p < 0.05, ***p < 0.001.
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FIGURA 11
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La inhibicion de la actividad de la Cruzipaina y las Metaloproteinasas 2y 9 no
impide la infeccion de los explantes de vellosidades coridnicas por
tripomastigotes de T. Cruzi.: Vellosidades coridnicas fueron incubadas en presencia y
ausencia de 10° y 10° tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas a 37°C y en
presencia y ausencia de doxicyclina (100uM) o E64 (10uM).

Se amplificé un fragmento de 384 pb de minicirculo de kinetoplasto de T. cruzi. Las
secuencias de los partidores usados fueron:

S35: 5'-AAATAATGTACGGGKGAGATGCAT-3;;

S36: 5-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3'.

Los amplificados de DNA se separaron en geles de agarosa al 1% preparados en
tampoén Tris-borato-EDTA y se tifieron con la tincion de acidos nucleicos GelRed®.

MW: Marcadores de peso molecular

1: Control negativo (sin DNA)

2: DNA de tripomastigotes

3: DNA de vellosidades coridnicas sin infectar

4: DNA de vellosidades coriénicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes

5. DNA de vellosidades cori6nicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes y
doxicilina 100uM

6: DNA de vellosidades coriénicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes y E64
10uM

7: DNA de vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes

8: DNA de vellosidades corinicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes y
doxicilina 100uM

9: DNA de vellosidades coriénicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes y E64
10uM
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FIGURA 12
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La inhibicion de las metaloproteinasas previene la destruccion de moléculas
glicosiladas de la matriz extracelular: Vellosidades corionicas fueron incubadas en
ausencia (A, D) y presencia de 10° (B, E) y 10° (C, F) tripomastigotes de la cepa DM28c
durante 24 horas a 37°C y en presencia (D-F) y ausencia (A-C) de doxiciclina (100uM).
Se observa una menor tincion para moléculas glicosiladas (PAS) en las muestras
incubadas so6lo con el parasito (B, C) que las vellosidades controles (A y D). Las
vellosidades coridnicas incubadas en presencia de doxiciclina y del parasito (E-F) no
presentan mayores alteraciones en la reactividad para PAS. Las vellosidades coridnicas
fueron procesadas mediante técnicas histoldgicas convencionales; las moléculas
glicosiladas fueron analizadas histoquimicamente con PAS. Barra: 25 pum.
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FIGURA 13
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La inhibicién de la actividad de la Cruzipaina y las Metaloproteinasas previene
parcialmente la destruccion de la Matriz extracelular vellositaria.: Vellosidades
coriénicas fueron incubadas en ausencia (A, D, G) y presencia de 10° (B, E) y 10° (C, F)
tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas a 37°C en ausencia (A-C) o
presencia de doxiciclina (100uM) (D-E) o E64 (10 uM) (G-H). Se observa un severo
dafo al colageno | en las vellosidades incubadas solo con el parasito (B-C) respecto a
las vellosidades coridnicas controles (A, D, G). Las vellosidades coridnicas incubadas
en presencia de doxiciclina y del parasito (E-F) o E64 y del parasito (H-l) no presentan
mayores alteraciones en las fibras de colageno I. Las vellosidades corionicas fueron
procesadas mediante técnicas histoldégicas convencionales; el colageno | se identifico
con la técnica histoquimica de picro rojo sirio. Barra 25 pm.
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ANEXOS

ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

ENFERMEDAD DE CHAGAS: MECANISMOS DE INFECCION E
INVASION DE PLACENTA HUMANA CON Trypanosoma cruzi

Nombre del Investigador principal: Ulrike Kemmerling

Institucion: Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile

Teléfonos: 9786261, 9786018, 9786783

Le estamos invitando a participar en el proyecto de i igacion *ENFERMEDAD
DE CHAGAS: MECANISMOS DE INFECCION E INV N DE PLACENTA
HUMANA CON Trypanosoma cruzi “.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivo estudiar los mecanismos de
infeccion placentaria del parasito que causa la Enfermedad de Chagas.

El estudio incluird a un nimero total de 80 pacientes, del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile

Procedimientos: Si Ud. acepta participar donara la placenta que se obtendra
durante el parto, la cual seré ocupada en un momento posterior en un laboratorio
de ciencias biomédicas para estudiar los mecanismos de infeccion placentaria del
paréasito que causa la Enfermedad de Chagas.

Riesgos: La donacién de la placenta no constituye riesgo alguno para Usted,
ya que después del parto este 6rgano ya no cumple funciones en el organismo de

la madre ni cumple funciones para el bebé.

Costos: El estudio que se realizara con la placenta no tiene costo para Usted, ya
que todos los procedimientos que se realizardn con |a placenta seran postenor e
independientes del parto.

Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberdn financiar
las hospitalizaciones, honoraros, exdmenes y tratamientos habituales para el
estudio y atencion de su parto.

Beneficios: La participacion en este estudio aportara al conocimiento sobre los
mecanismos de transmisién de la Enfermedad de Chagas congénita.

Com acion: Ud. no recibird ninguna compensacion econémica por su
participacion en el estudio
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Confidencialidad: Toda la informacidn derivada de su parlicipacidon en este v 4
estudio sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el
acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion.
Cualquier pubficacidn © comunicaciin cientifica de los resultados de la
investigacion seré completaments anénima.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria

Complicaciones: La donacidn de la placenta no interfiere con |a atencién habiual
de un parto nomal o por cesdrea, Tampoco se relaciona con las posiles
complicaciones propias de su enfermedad y de su curso natural.

Derechos del participante: Si Ud. requiere cualquier ofra informacidn sobre su
participacién en este estudio puede llamar a:

Investigador,
o Dra Ulrike Kemmerling, 9786261, 9786018
Dra Cleo Bosco, 9786783
Dr Norbel Galanti, 9786475, 9786067

Autoridad de la Institucion: Director del Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad
de Medicina, Dr. Norbel Galanti, 9786475, 9788067

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto “Enfermedad de Chagas: Mecanismos de Infeccién e Invasién de

Placenta humana con Trypanosoma cruzi “.

Nombre del sujeto Frma Fecha

Nombre de informante f IF'l'ma Fecha

' 2 f v

iy _ B
| 2 A\ v AMAcs i t/ (4
dellomelon, L UL “/ Ll

Si se trata de un paciente incompetente, registrar nombre del paciente y de su
apoderado.
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ANEXO 2

7N | UNIDAD DE BIOSEGURIDAD
ﬁ FACULTAD DE MEDICINA
| UNIVERSIDAD DE CHILE

Santiago, 30 de Abril 2008.-

Sefiores
PROGRAMA FONDECYT
PRESENTE

Estimados sefiores

La Unidad de Prevencion de Riesgos y Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile certifica que ha recibido del investigador responsable Profesora Ulrike Kemmerling Weis,
para su estudio el proyecto titulado “CHAGAS DISEASE: MECHANISMS OF INFECTION
AND INVASION OF HUMAN PLACENTA BY TRYPANOSOMA CRUZI”. Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular, Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, el cual cumple con los requerimientos basicos de Bioseguridad
para ser desarrollado, ademas se adecua a las exigencias establecidas por los manuales:
CONICYT * Bioseguridad 1" edici6n,1994” y * Manual de Normas de Bioseguridad, 2°2 edicién
2008, Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, CDC, 4° edicion, Manual Bioseguridad
en laboratorios , Organizacién Mundial de la Salud OMS, Ginebra 2005, por tal motivo nuestra
Unidad da el visto bueno para su realizacion.

El investigador responsable Profesora Ulrike Kemmerling Weis, se compromete a cumplir con
las normas de bioseguridad indicadas en los manuales antes mencionados y las establecidas
en el Reglamento Intemo del funcionamiento de los Laboratorios, Unidad de Prevencién de
Riesgos y Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. En concomitancia se hace
responsable de que todos los participantes del proyecto cumplan con las normas de
bioseguridad establecidas. ' i

Tomé conocimiento: Profes J W k{é(-{é%féfgy ;

Profesora }
Directora Unidad de /r

re'

* Se adjunta anexo IX.1 Proyecto Fondecyt

c.c.
- Vicedecano, Dr. Ennio Vivaldi

- Director Instituto de Ciencias Biomédicas ICBM, Dr. Norbel Galanti
- Investigador responsable, Profesora Ulrike Kemmerling Weis

- Archivo

Av. Independencia 1027, Teléfono (56)-2 9786564, e-mail: bioseaur@med uchile ¢l upr@med.uchile ¢l
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ANEXO 3

-

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA

COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

El proyecto y los documentos sefialados en & pérrafo precedente han sido
mahm&mm&hm&m,&lﬁp&n&
Eticas Intemacionales para la Investigacdn Blomédica en Seres Humanos CIOMS
2002, y de las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de esta informacién el Comité de Etica de la Investigacén en
SersﬂummdelaFammdeMedlct\adelaUmersidaddeOﬁleseha
pronunciado de 1a siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a
continuacién se sefialan:

Este es un proyecto que tiene como objetivo estudiar los mecanismos de infeccidn
¢ invasion de placenta humana con T'ypanasoma cruzi.

La investigacién no es terapéutica. La poblacién a estudiar no es cautiva. Se
pedira a las voluntarias la donacién de I placenta después del parto.

Rlsgosybmeﬁdos:uohaydesgosmlasmquedamwm.
Los beneficios estan en ¢ estudio de la infeccion placentaria.

Mdelospumnu(mmpudmumwlm)zu
Mdebspuﬁdpanmsmmwadamdwmm,
voluntariedad, confidencalidad, no existe coercion.

Notificacién oportuna de reacciones adversas: No es necesaria.

Compromiso del investigador responsable en la notificacion de los resultados del
estudio al finalizar & proyecto: Si.

Wbm,dmummammmmwwo
¥ Que no significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales
mayores que minimos.

Departsmento de Bioétics y Humanidades Médicas
YM’MMMMMM

rd

L)

» M“ - 4

e

JN, W
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Este comité también analizd y aprobd el correspondiente documento de
Consentimiento Informado en su version corregida el 25 de Junio de 2008, que se
adjunta firmado, fechado y timbrado por e CEISH.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga 13 aprobacién

ética para la realizacién del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del

[

1] .

w Gaud

Comate de Et Investgacion
en Seres Humanos

25 JUN. 2008

mva.
c.c.: Proy. 013-2008
Santiago, 25 de Junio de 2008.

Departamento de Biodtica y Humanidades Médicas
Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Emall: ceibha@med.vchile.cl
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