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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una parasitosis endémica en Latinoamérica.
Es causada por Trypanosoma cruzi, protozoario hemoflagelado, que afecta al
hombre como uno de los hospederos mamifero. La transmision congénita ha
adquirido cada vez mas importancia epidemioldgica y es parcialmente responsable
de la “globalizacién” de esta patologia.

Nifurtimox (Nx) y Benznidazol (Bz) constituyen las principales drogas disponibles
para el tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, presentan importantes
efectos secundarios.

En esta memoria de titulo se ha estudiado en un modelo de infeccion ex
vivo de explantes de vellosidades coridnicas humanas con tripomastigotes de T.
cruzi, los posibles efectos toxicos y terapéuticos de Nx y Bz.

La infeccion placentaria se comprob6 mediante deteccion del parasito por
PCR e inmunohistoquimica (Ac anti-cruzipaina). El analisis histopatologico se
efectu6 mediante tinciones de hematoxilina-eosina, picro rojo sirio e
inmunohistoquimica (Ac anti-lactégeno placentario humano). La apoptosis se
determind por la deteccion de células TUNEL+ y la induccion de lipoperoxidacion
mediante determinacion de malondialdehido mediante HPLC.

El parésito provoca un marcado dafio tisular asi como induccion de
apoptosis en las vellosidades coridnicas humanas. Nx muestra un efecto citotoxico
sobre el tejido placentario, que no se observa con Bz. Este ultimo ademas revierte
parcialmente el dafio tisular, causado por el parasito. Las drogas no eliminan al
parasito del tejido placentario, ni con las concentraciones mas altas ensayadas.



SUMMARY

Chagas’ disease, one of the major public health concerns in Latin America,
is caused by the haemophlagelated protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Mammals, including human, are one of the biological hosts. In the past few years
congenital transmission of T. cruzi has become more important, and partly
responsible for the “globalization of Chagas’ disease”.

Nifurtimox (Nx) and Benznidazole (Bz) are the main drugs available for
treatment of this disease, however, they have several side effects

In order to determine the possible toxic and therapeutic effects of Nx and Bz
we incubated chorionic villous explants from normal human placenta ex vivo with
the parasite in presence and absence of Nx or Bz. Infection of the chorionic villi
with the parasite was confirmed by immunohistochemistry (anti-cruzipain antibody)
and PCR. Histopathological analysis was performed with hematoxilin-eosin and
picrosirius red staining and immunohistochemistry (anti-human placental lactogen
antibody). Apoptosis was determined by TUNEL+ cell detection and the
lipoperoxidation by malondialdehyde determination with HPLC. T. cruzi induces
severe tissue damage and apoptosis in the human chorionic villi. Nx presents a
cytotoxic effect on the placental tissue, which is not observed with Bz. The latter
also prevents partially the tissue damage caused by the parasite. The drugs, even
in the highest concentration used, do not eliminate the parasite from placental

tissue.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es producida por el protozoo hemoflagelado
Trypanosoma cruzi. Este parasito presenta un ciclo de vida indirecto, que
comprende insectos hematéfagos como hospederos intermediarios (en Chile
Triatoma infestans, Mepraia spinolai y M. gajardoi) y mamiferos, incluido el
hombre, como hospederos definitivos. Este agente patdgeno adopta tres formas
morfologicas durante su ciclo biolégico, los que se caracterizan por tamafio y por
las posiciones relativas del flagelo, kinetoplasto y nucleo. Dentro de estas formas
celulares encontramos al amastigote como la forma reproductiva en el interior de
las células mamiferas, el epimastigote, la forma reproductiva en el tracto digestivo
de los invertebrados y en medios de cultivo, y finalmente al tripomastigote, que es
la forma infectiva para el mamifero.

La transmisién de la enfermedad se produce, principalmente, por los
pardsitos presentes en las deyecciones del insecto parasitado por T. cruzi, que
éste deposita sobre la piel del mamifero cuando se alimenta de sangre. Otras
formas de transmision incluyen las transfusiones de sangre y érganos asi como la
transmision congénita. Esta Ultima ha adquirido mayor relevancia epidemioldgica,
siendo responsable de globalizacion de la enfermedad de Chagas.

La infeccion congénita por T. cruzi se asocia a partos prematuros, bajo peso
al nacer, abortos y nacidos muertos. La fisiopatologia de la infeccién congénita se
desconoce. Se ha sugerido que el parasito alcanza al feto via sanguinea
atravesando la placenta. La barrera placentaria, a nivel de las vellosidades
corionicas, actla solamente como tal cuando las moléculas tienen cierto tamafio,
configuracion y carga. T. cruzi es capaz de atravesar a sinciciotrofoblasto,
citotrofoblasto, tejido conectivo fetal y endotelio fetal. La mayor parte de los
farmacos y otras sustancias presentes en el plasma sanguineo materno también
atraviesan esta barrera y pasan a la sangre fetal.

Las drogas Nifurtimox (Nx) y Benznidazol (Bz) se usan actualmente como

tratamiento de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, se han descrito diversos



efectos secundarios adversos, que van desde las nauseas hasta las convulsiones
0 neuropatias.

El mecanismo de accion actualmente propuesto para ambas drogas es la
formacion de radicales libres y/o metabolitos electrofilicos. Sin embargo,
tltimamente se ha cuestionada la capacidad de generar especies reactivas del

oxigeno y nitrogeno de Nx, por lo que su mecanismo de accién no esta claro.

En esta memoria de titulo se propone el uso de un modelo tisular
placentario de infeccion ex vivo con T. cruzi para estudiar los efectos de Nx y Bz
como farmacos antichagasicos, en cuanto a su efectividad como agentes

antiparasitarios y sus posibles efectos citotoxicos sobre la placenta humana.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Historia

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi.
Esta patologia fue descrita por primera vez, en el trabajo pionero por el Doctor
Carlos Chagas (Chagas, 1909). Este médico brasileio describié las
manifestaciones clinicas de la patologia, al agente patdégeno en sus tres formas
morfoldgicas, al vector y la forma de transmision (Teixeira et al., 2006).

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoo hemoflagelado con un ciclo de vida
indirecto, que comprende a insectos hematéfagos (triatominos), como vectores
bioldgicos, y a mamiferos, incluido el hombre, como hospederos mamiferos. Los
principales triatominos vectores de T. cruzi en Sudamérica son Triatoma infestans
(vinchuca), Rhodnius prolixus y Panstrongylus megistus. Ademas de T. infestans
(ciclo domiciliario), en Chile se encuentran Mepraia spinolai y M. gajardoi (ciclo
silvestre) (World Health Organization, 2002).

Se han descrito tres ciclos de transmision vectorial de la enfermedad:
doméstico, peridoméstico y silvestre, siendo el ciclo doméstico el de mayor
relevancia para el hombre. Este Ultimo se presenta en areas rurales y periurbanas,
generalmente por los habitos de alimentacion de un insecto parasitado por T.
cruzi. Este insecto inmediatamente después de alimentarse, deposita sobre la piel
del individuo sus deyecciones contaminadas con tripomastigotes metaciclicos
(infectivos). Estos ingresan al individuo a través de piel y mucosas, facilitado por
rasquido de la zona de la picadura y por enzimas proteoliticas de la saliva del
insecto. En el hospedero mamifero son fagocitados por células presentadoras de
antigeno, diferenciAndose a amastigotes, forma de replicacion citoplasmatica
obligada (Amino et al., 2002). Tras varias divisiones, los amastigotes se
diferencian a tripomastigotes, lisan las células infectadas, ingresan a la circulacion
e infectan a nuevas células de los tejidos blanco, como miocardio, musculo

esquelético, musculo liso visceral, células de la glia del sistema nervioso y



placenta. Cuando un mamifero infectado es picado por un insecto vector, los
tripomastigotes sanguineos ingresan al tracto digestivo del insecto y en su
intestino medio se diferencian a epimastigotes, estadio replicativo extracelular.
Estos epimastigotes, a medida que avanzan en el medio intestinal se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos, que pueden nuevamente infectar a un mamifero,
completando asi el ciclo de vida de T. cruzi (Fig. 1) (Tyler y Engman, 2001). En la
transmision vectorial tipo doméstica, perros y gatos son los principales reservorios
que contribuyen a la mantencion de la infeccion. En el ciclo peridoméstico de la
infeccion, los principales reservorios son roedores domeésticos junto con ganado
caprino, bovino y ovino. En el ciclo selvético los principales reservorios son
mamiferos del habitat silvestre. Estos animales, aunque de escaso acceso al ser
humano, son los que permiten la mantencion del T. cruzi e impiden la completa

erradicacion del parasito (Andrade y Andrews, 2005).

Las tres formas celulares que adopta el parasito durante su ciclo bioldgico, se
caracterizan por tamafo y por las posiciones relativas del flagelo, kinetoplasto y
nucleo (Prata, 2001):

1. Tripomastigotes: Células de aproximadamente 20 micrometros de largo,
kinetoplasto subterminal y fusiformes. Los tripomastigotes se encuentran en
la sangre de los mamiferos y en el intestino posterior de los triatominos.
Constituyen la forma infectiva para el mamifero y la forma celular que
disemina la infeccion por via sanguinea. Es la forma celular no replicativa
del parasito (Fig. 2 A).

2. Epimastigotes: Células de aproximadamente 20 micrometros de largo,
kinetoplasto anterior al nucleo y fusiformes. Los epimastigotes se
encuentran en el intestino de los insectos vectores, donde se multiplican en
forma extracelular. La capacidad de replicacion extracelular de esta forma
celular del paréasito ha permitido mantenerlos en cultivos axénicos (Fig. 2B).

3. Amastigotes: Células de aproximadamente 2 micrometros de diametro,
redondeados y con flagelo no emergente. Se multiplica dentro de las

células del hospedero mamifero hasta producir su ruptura (8-9 divisiones
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celulares). Antes de su liberacion de las células del hospedero, los
amastigotes se diferencian a tripomastigotes que invaden la sangre, desde
la que pueden ingresar nuevamente a cualquier otra célula nucleada (Fig.
30).

Los amastigotes pueden cultivarse dentro de células musculares, fibroblastos y
macrofagos, de las que se pueden obtener formas tripomastigotes infectivas
(Morello et al., 1987).

Ademas de la forma vectorial de transmision existen otras formas de contagio
como las transfusiones sanguineas, responsable del 10% de los casos (Andrade
et al., 2005). El contagio también puede producirse por ingesta de alimentos y
bebidas contaminadas con deyecciones de triatomineos (Jamison et al., 2006),
transplante de o6rganos y transmision placentaria en madres chagasicas (Prata,
2001).

Las probabilidades de contraer la enfermedad de Chagas estan directamente
relacionadas con las condiciones de pobreza de la vivienda. Los triatominos,
vectores del parasito) se guarecen en grietas y tejados, por lo cual viviendas
construidas en forma precaria resultan ideales para este insecto. La constante
migracion campo ciudad observada desde hace 40 afios, ha cambiado el modelo
epidemioldgico clasico de la Trypanosomiasis americana que lo asociaba a
viviendas rurales principalmente, acercandola a la ciudad, convirtiéndola en una

enfermedad rural y urbana (World Health Organization, 2002).

Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas presenta tres fases clinicas, con diferentes

signos y sintomas clinicos.

Fase aguda
Esta fase comienza inmediatamente después de la inoculacién del parasito.

Se caracteriza por una elevada parasitemia, debido a la intensa multiplicacién
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parasitaria en células presentadora de antigenos y la posterior liberacién de
tripomastigotes a la circulacion periférica. Esta fase es generalmente
asintomatica. Sin embargo, un porcentaje menor de los pacientes pueden
presentar manifestaciones de infeccidn generalizada tales como fiebre, anorexia,
linfoadenopatias regionales, hepato y esplenomegalia moderada, edema
bipalpebral unilateral o signo de Romafia y miocarditis. Esta sintomatologia es
mas frecuente en nifos.

Sin tratamiento, el 5-10% de los pacientes sintomaticos muere a causa de
encefalomielitis o falla cardiaca severa y, raramente, por muerte subita (Prata,
2001).

Fase de latencia

Los casos de infeccidbn aguda que no presentan manifestaciones clinicas
pasan a una fase de latencia que puede extenderse por meses e incluso afios. En
esta fase los parasitos raramente pueden ser detectados en circulacion

sanguinea, ya que el grado de parasitemia es bajo (Soares et al., 2001).

Fase crénica

La aparicion del estado crénico puede tardar afios o décadas después de la
infeccion inicial. En areas endémicas, entre el 15 y 20% de los pacientes
manifiestan la fase crénica, la que se asocia a la presencia de megacolon y
megaesodfago debido a una denervacién del sistema nervioso autbnomo, arritmia
cardiaca y crecimiento anémalo del corazén con insuficiencia progresiva (Prata,
2001). Estas alteraciones cardiacas Yy digestivas causan gran impacto negativo en
la capacidad laboral del individuo. En esta etapa, la enfermedad puede ser
inhabilitante y causa directa o concurrente de mortalidad. El curso de la
enfermedad depende de diferentes factores: carga parasitaria en el sitio de la
inoculacién, grupo genético y cepa del parasito, primoinfeccion o reinfeccion,

estado inmunoldgico del hospedero y tipo de vector (Coura, 2007).
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Diagnostico

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas en la fase aguda se puede
realizar mediante observacibn microscépica de sangre fresca. Infecciones
cronicas requieren de procedimientos diagnosticos mas sensibles como es la
amplificacion de DNA parasitario mediante técnicas de reaccion de polimerasa en
cadena (PCR). Otra forma de deteccién de la infeccibn con T. cruzi es el
xenodiagnoéstico que consiste en tener triatominos libres de parasitos y dejar que
succionen sangre desde el candidato clinicamente sospechoso y examinar las
deyecciones de las vinchucas 30 y 60 dias después para ver la presencia de
parasitos. La deteccion inmediata de enfermedad de Chagas crénica requiere de
la demostracion de anticuerpos especificos anti-T. cruzi en suero de pacientes o
en test basados en la deteccion de acidos nucleicos mediante PCR (Teixeira et al.,
2006).

Enfermedad de Chagas congénita

En los dltimos afios la transmisién congénita de T. cruzi ha adquirido una
mayor importancia epidemiolégica, siendo parcialmente responsable de la
“globalizacién de la enfermedad de Chagas” (Schmunis, 2007), constituyéndose
en un problema de salud publica cada vez mas relevante (Carlier, 2005; Torrico et
al.,, 2005; Lescoure et al., 2008) (Fig 3). Debido al control de vectores
(triatominos), los casos nuevos por afio han disminuido enormemente, desde
700.000 en el 1990 a 41.000 en el 2006. Por otra parte, los casos de Chagas
congénito en el 2006 fueron 14.385, lo que representa el 35% de los casos nuevos
anuales, por lo que esta forma de transmision adquiere cada vez mas importancia
(World Health Organization, 2002).

La seroprevalencia en mujeres embarazadas puede llegar hasta un 80% y
las tasas de infeccion congénita varian entre un 1-21% (Kirchhoff, 1993; Blanco et
al., 2000; Shippey et al., 2005; Torrico et al., 2005; Burgos et al.,, 2007; World
Health Organization, 2002). La tasa de transmision congénita varia desde 1% en

Brasil hasta 4-12% en Argentina, Bolivia, Chile y Paraguay. En Chile se reportan
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anualmente 800-1.000 casos de enfermedad de Chagas congénita (Lorca et al.,
2006). La transmision vertical no puede ser prevenida debido a que los drogas
disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son teratogénicas
(Castro et al., 2006).

Los requisitos para considerar un caso como Chagas congénito son los

siguientes:
1) Madre del bebé seropositiva para T. cruzi.
2) Deteccion postparto de parasitos en el recién nacido.

3) Deteccién de parasitos o de anticuerpos (generados en el hijo) especificos anti-
T. cruzi en un momento mas tardio, siempre y cuando se descarte la
contaminacion por transfusion sanguinea o transmision por el vector (Carlier,
2005).

La infeccion congénita por T. cruzi se asocia a partos prematuros, bajo
peso al nacer, abortos y nacidos muertos (Bittencourt, 1976; Altemani et al.,
2000; Shippey et al., 2005). Se estima que el 50% de los recién nacidos
prematuros de madres con enfermedad de Chagas mueren (Shippey et al.,
2005). La fisiopatologia de la infeccion congénita no se conoce (World Health
Organization, 2002; Shippey et al., 2005). Se ha sugerido que el parasito alcanza
al feto via sanguinea atravesando la barrera placentaria (Bittencourt, 1976;
Andrade, 1982; Nisida, 1999; Carlier, 2005). Asi también, el conocimiento sobre
los mecanismos de infecciobn transplacentaria es escaso (World Health
Organization, 2002; Shippey et al., 2005; Burgos et al., 2007). Se postula que la
enfermedad de Chagas congénita deriva de una compleja interaccién entre la
respuesta inmune materna, factores placentarios y caracteristicas del parasito
(Carlier, 2005; Burgos et al., 2007).

La placenta es el lugar principal de intercambio de nutrientes y gases entre
la madre y el feto (Syme et al., 2004; Moore y Persaud, 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 corion frondoso y una
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porcién 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 de sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, tejido conectivo de las
vellosidades coridnicas libres y endotelio de los capilares fetales. Posterior a las
20 semanas la placenta sufre adaptaciones que mejoran el intercambio
metabdlico, las células del citotrofoblasto disminuyen, los ndcleos del
sinciciotrofoblasto se acumulan formando nodos. Esta re-estructuracion favorece
el intercambio metabdlico por la formacion de delgadas zonas citoplasméticas sin
nacleo; ademas los capilares fetales se avecinan al sinciciotrofoblasto y de esta
manera la membrana placentaria se transforma en una barrera de menor grosor
(Moore y Persaud 2004; Kemmerling et al., 2010). La membrana placentaria actia
solamente como barrera cuando las moléculas tienen cierto tamafio, configuracion
y carga. La mayor parte de los farmacos y otras sustancias presentes en el plasma
sanguineo materno atraviesan esta barrera y pasan a la sangre fetal (Shiverick et
al., 2003; Moore y Persaud 2004; Syme et al., 2004).

Se han descrito diversos agentes patégenos que son capaces de atravesar
la barrera placentaria e infectar tanto a la placenta como al feto. Entre estos se
cuentan los virus de la inmunodeficencia adquirida humana (HIV), hepatitis By C,
varicella zoster, rubéola, parvovirus B19 (Koi et al., 2001) y citomegalovirus (Koi et
al., 2001; Halwachs-Baumann, 2006) asi como mycoplasma (Dische et al., 1979).
Entre las enfermedades parasitarias se destacan, ademas de T. cruzi, las
infecciones por Plasmodium falciparum, agente causal de la malaria (Rogerson et
al., 2007; Desai et al., 2007), Schistosoma (Friedman et al., 2007), Toxoplasma
gondii (Biedermann, 1995; Correa et al., 2007) y Trypanosoma brucei (Rocha et
al., 2004).

Durante el embarazo existe en la respuesta inmune celular un predominio
Th2 sobre Thl, lo que favorece la tolerancia inmunoldgica hacia el feto
(Raghupathy, 2001; Lin et al., 2005; Raghupathy y Kalinka, 2008), pero también
aumenta la susceptibilidad hacia algunas enfermedades autoinmunes e

infecciones intracelulares (Guilbert et al.,, 1993; Lin et al., 2005). Entre las
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infecciones intracelulares que muestran una exacerbacion durante el embarazo se
cuentan el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Derrien et al., 2005),
infecciones asociadas al SIDA (Margono et al.,1994), malaria (Gamain et al., 2007)

y toxoplasmosis (Biedermann, 1995).

En relacion a la transmision placentaria de T. cruzi se han realizado
estudios sobre el estado inmunolégico tanto de la madre como del feto. Asi, en
recién nacidos no infectados de madres chagasicas se observa una alta activacion
de su respuesta inmune innata con una mayor capacidad de sus monocitos de
producir citoquinas pro-inflamatorias (IL1-8, IL-6, TNF-a) y anti-inflamatorias (IL-
10) asi como receptores para TNF-a, respecto a recién nacidos infectados o recién
nacidos sanos de madres sanas (Hermann et al., 2004; Carlier, 2005; Truyens et
al., 2005; Hermann et al., 2006). Por lo tanto, los recién nacidos no infectados de
madres chagasicas son capaces de montar una respuesta inmune de células T
CD8+ similar a un adulto (Hermann et al., 2002). A su vez las madres transmisoras
presentan una mayor carga parasitaria asociada a parasitemias mas altas, una
menor capacidad de células mononucleares sanguineas de producir IFN-y,
incapacidad de producir IL-2 en respuesta especifica al parasito (Hermann et al.,
2004; Carlier, 2005; Alonso-Vega et al., 2005), una mayor capacidad de producir
IL-10 (citoquina anti-inflamatoria) (Alonso-Vega et al., 2005) y bajos niveles de
TNF circulantes (Garcia et al., 2008).

Infeccidn ex vivo de vellosidades coriénicas placentarias con T. cruzi:

La induccién de alteraciones celulares y la interaccion con la MEC durante
la infeccién con T. cruzi han sido estudiados principalmente en cultivos de células
de mamifero. Los estudios en tejidos humanos se centran en examenes
histopatolégicos de necropsias de pacientes chagéasicos, que no informan sobre
mecanismos de invasion.

No obstante, se ha iniciado el estudio de la invasién parasitaria no sélo a
nivel celular sino también tisular. Asi, se ha utilizado el tejido placentario humano

como modelo de estudio de la infeccion tisular ex vivo del parasito (Sartori et al.,
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2003 ; Lin et al., 2004; Lujan et al., 2004; Sartori et al., 2005; Mezzano et al., 2005;
Duaso et al., 2010). La posibilidad de contar con un tejido para el estudio de la
invasion parasitaria permite trabajar en condiciones que se asemejan mas a los
procesos que ocurren in vivo. Otra ventaja de este modelo es la posibilidad de
usar un tejido de origen humano. La placenta, que es expulsada del cuerpo
materno durante el alumbramiento, no vuelve a cumplir funciones en los
organismos que le dieron origen. Es un tejido de facil obtencién después del parto
y su uso no compromete la salud de madre ni del recién nacido.

En nuestro laboratorio hemos establecido las condiciones éptimas de cultivo
e infeccion ex vivo con T. cruzi de vellosidades corionicas humanas. Asimismo
hemos descrito las alteraciones histopatologicas en los distintos compartimientos
tisulares de las vellosidades coridnicas de intercambio con especial énfasis en el
sinciciotrofoblasto, las laminas basales y matriz extracelular del tejido conectivo
fetal (Duaso et al., 2010).

Tratamiento de la enfermedad de Chagas

A fines de 1960 se comenzd a utilizar dos drogas nitroheterociclicas para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas: un nitrofurano, nifurtimox (Nx) [3-metil-
4(nitrofurfurilideneamino) tetrahidro-4H-1,4-tiozina-1,1-diéxido] y un nitroimidazol,
benznidazol (Bz) [N-benzil-2-nitroimidazol acetamida] (Castro et al., 2006). El
Nifurtimox (Fig. 4a) ha sido el derivado 5-nitrofurfurilideno mas activo
experimentalmente ensayado (Bock et al., 1969) y el Benznidazol (Fig.4b), por su
parte, demostré una alta actividad tripanonocida tanto en ensayos in vitro, como
en ensayos in vivo (Polak y Richle, 1978). Las dosis terapéuticas recomendadas
en la fase aguda son de 8-10 mg/kg/dia para Nx y 5 mg/kg/dia para Bz. La
duracion del tratamiento es alrededor de 60-90 dias. Sin embargo, cuando la fase
cronica se reactiva, como en pacientes inmunocomprometidos, el tratamiento
puede llegar a 5 meses 0 mas. Solo en infecciones accidentales, como por
ejemplo por contaminacion en el laboratorio, la duracion del tratamiento profilactico
se limita a 10 dias (Maya et al., 2006).
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Nx y Bz tienen accion tripanocida contra todas las formas del parasito
(Stopani, 1999). Se ha descrito que existe una mejor respuesta al tratamiento si
este se realiza en la fase aguda o en la crénica temprana y en nifios (Rodriques-
Coura y de Castro, 2002). El uso de estas drogas para el tratamiento durante la
fase aguda de la enfermedad es ampliamente aceptado. El paciente es tratado
independientemente de la forma de infeccion, y cerca del 60% de ellos puede ser
curado durante esta etapa (Urbina, 2003). Sin embargo, su uso durante la fase
cronica de la enfermedad permanece controversial (Castro et al.,, 2006). La
efectividad de ambos nitroderivados es mejor sobre la forma infectante
extracelular de T. cruzi que sobre la forma intracelular replicativa caracteristica de

la fase crénica de la patologia (Urbina, 2003; Castro et al., 2006).

Se han descrito para ambas drogas efectos secundarios adversos. Asi, el
Nx puede producir anorexia, nauseas, vomitos, depresion o excitacion nerviosa,
convulsiones, vértigo, cefalea, parestesias, neuropatias periféricas y dermatitis.
Por su parte, el Bz puede inducir nauseas, vOomitos, amnesia, cefalea,
polineuropatia, prurito y fiebre (Castro et al., 2006). Se ha demostrado ademas,
gue estas dos drogas producen mutagénesis y dafio al DNA, por lo que hay dudas
acerca del beneficio de su uso (Zahoor et al., 1987; Gorla et al., 1989). Sin
embargo, en grandes series de pacientes tratados con estos farmacos, no se ha
encontrado mayores efectos adversos, por lo que el riesgo seria mas teérico que
real (Apt, 1999). Por otro lado, se ha reportado que el efecto terapéutico de estos
dos farmacos varia en pacientes provenientes de distintas areas geogréficas.
Esta situacion estaria dada probablemente a infecciones con distintas cepas de T.

cruzi que presentan respuesta diferencial a estos farmacos (Castro et al., 2006).

Mecanismo de accion de Nifurtimox y Benznidazol

Se ha planteado que el mecanismo de accién de las drogas Nx y Bz es a
través de la formacién de radicales libres y/o metabolitos electrofilicos. Sin

embargo, ultimamente se ha cuestionado la capacidad de Nx para generar
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especies reactivas del oxigeno y nitrogeno (Boiani et al., 2010), por lo que su
mecanismo de accion no esta claro.

El grupo nitro de ambas drogas, por accidon de nitroreductasas, requiere de seis
electrones para reducirse a grupo amino, lo cual genera varios radicales libres y
metabolitos electréfilos (Moreno et al.,, 1982). EIl proceso mediante el cual se
forman los radicales libres se inicia por una reaccion catalizada por flavoproteinas,
incluyendo la NADPH-citocromo P450 reductasa, que actua directamente sobre el
grupo nitro de las moléculas R-NO;, produciendo un radical intermediario anién
nitro (R-NO2") (Moreno et al., 1982). Este radical intermediario entra en reciclaje
redox con el oxigeno molecular produciendo una reduccién parcial del oxigeno y
regenerando la droga (Mason y Holtzman, 1975). El anién superdxido (O;7) es
dismutado a H,O, por la enzima superéxido dismutasa (SOD) (Temperton et al.,
1998). El anion superoxido (O,7) y el peroxido de hidrogeno (H20,), en presencia
de Fe** forman el radical libre hidroxilo (OH) (Reaccion de Haber-Weiss Fenton).
Estos radicales libres, fundamentalmente el OH:, alteran la estructura de
macromoléculas bioldgicas: lipidos, proteinas y DNA y por lo tanto, podrian
producir mutagénesis y carcinogénesis. Del mismo modo se ha descrito el dafio
oxidativo de estos radicales en presencia de cobre sobre membranas celulares y
sobre ciertas proteinas relacionadas con la detoxificacion de especies reactivas
(Letelier et al., 2004, 2006).

Sin embargo, existen evidencias recientes que el mecanismo tripanocida de Nx
no se debe a la generacion de estrés oxidativo. Nx es capaz de depletar de tioles
a T.cruzi, pero sin generar especies reactivas de oxigeno (Boiani et al.,2010).

Por otro lado, el efecto tripanocida de Bz no se ha relacionado con la formacién de
los radicales libres derivados del oxigeno. Existe evidencia que Bz es
nitroreducido por nitroreductasas tipo | con la consecuente formacion de
metabolitos electrofilicos como por ejemplo la hidroxilamina. Este compuesto se
puede conjugar con grupos tiolicos de proteinas, acidos nucleicos y lipidos. Se ha
propuesto que los metabolitos electrofilicos reducidos del Bz formados in vivo
estén implicados en los efectos tripanocidas por unidbn covalente a

macromoléculas del parasito (Castro et al., 2006).
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Existen investigaciones experimentales que demuestran diferencias en la
respuesta a Nx y a Bz, por parte de diferentes cepas de T. cruzi al (Urbina y
Docampo, 2003; Castro et al., 2006). La explicacion a este fendmeno es
desconocida, aunque se ha propuesto un incremento en la concentracion de las
enzimas de destoxicacion o a través de modificaciones en el contenido de tioles

intracelulares (Morello et al., 1994; Maya et al., 1997).

Metabolismo de tioles y defensa contra radicales libres

Las células de mamiferos poseen mecanismos de defensa anti-radicalarios
enzimaticos y no-enzimaticos (Halliwell, 1999; Gutteridge y Halliwell, 2000). Entre
los enzimaticos se encuentran la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa, la
Glutatién peroxidasa y la Glutation-S-transferasa y entre los no-enzimaticos, los
compuestos reductores glutation (GSH), a-tocoferol, acido ascérbico y -caroteno.
En cambio, los mecanismos de defensa del parasito frente al estrés oxidativo
serian deficientes (Krauth-Siegel y Coombs, 1999). No se ha detectado actividad
de las enzimas catalasa y Glutatibn peroxidasa selenio dependiente (Mehlotra,
1996) y la actividad de la SOD se encuentra muy reducida (Ismail et al., 1997;
Temperton et al., 1998). Sin embargo, la SOD puede ser inducida en condiciones
de estrés oxidativo confiriendo proteccion al parasito contra radicales libres y
agentes electrofilicos (Nogueira et al., 2006; Piacenza et al., 2007). Por otra
parte, no se ha detectado la existencia de B-caroteno y a-tocoferol, compuestos
reductores presentes en células de mamiferos. Sin embargo, se ha descrito la
presencia de actividad de las enzimas ascorbato reductasa y deshidroascorbato
reductasa en epimastigotes y tripomastigotes, lo cual sugiere la presencia de un
ciclo redox del acido ascorbico, semejante al de las células de mamifero (Clark et
al., 1994). Por otra parte se ha demostrado que el tripomastigote presenta en el
glicosoma la capacidad de sintetizar ascorbato asi como la de incorporarlo
activamente (Wilkinson et al., 2005). Esto ultimo sugiere que los mecanismos
antioxidantes de T. cruzi son mas efectivos de lo pensado previamente y
concuerda con las dudas respecto al mecanismo de acciéon de Nx (Boiani et al.,
2010).
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Los principales mecanismos antioxidantes de T. cruzi son el GSH reducido y un
conjugado de dos moléculas de GSH con espermidina denominado Tripanotion.
Este compuesto es caracteristico de todos los tripanosomatidos y es
indispensable para la reduccién de especies reactivas del oxigeno y nitrogeno
(Krauth-Siegel y Coombs, 1999).

El GSH (yL-glutamil-L-cisteinil-glicina) es el tiol de bajo peso molecular mas

abundante en las células de mamiferos. Ha sido encontrado en casi todos los
seres vivos en concentraciones que fluctian entre 0,5y 10 mM, dependiendo de
la especie, 6rgano u organelo estudiados. El GSH protege a las células del efecto
deletéreo que presentan los compuestos altamente electrofilicos como son ciertos
xenobidticos, metabolitos de xenobidticos y los radicales libres (Sies, 1999).
Asi, el GSH desempefia un rol fundamental en la desintoxicacion de metales
pesados, herbicidas e insecticidas (Keppler, 1999; Eaton, 2000; Pourahmad y
O'Brien, 2000). Los mecanismos de accién son los siguientes: a) actia como
cofactor en reacciones catalizadas por las Glutation-S-transferasas, enzimas que
conjugan GSH con una variedad de xenobidticos de caracter lipofilico-electrofilico
(Griffith y Mulcahy, 1999); b) juega un papel importante en la proteccién del DNA
(Mazur, 2000) y de la membrana lipidica del dafio producido por radicales libres
(Hayes y Mclellan, 1999); c) actla efectivamente atrapando radicales libres y
participa como un cofactor del ciclo Glutation peroxidasa/Glutation reductasa d)
actuaria en forma no enzimética frente al peréxido de hidrégeno, radicales libres
(Sies, 1999) y en la reaccidon con metales pesados y agentes electrofilicos.
(Estrela et al., 2006).

La Glutation reductasa, enzima encargada de reducir el glutation oxidado
(GSSG) en mamiferos tiene una actividad practicamente irreversible con el
GSSG, manteniendo la raz6n GSH/GSSG muy alta (Estrela et al., 2006). Hay
estudios que sugieren que esta enzima puede catalizar la reduccion de disulfuros
mixtos entre el GSH y otros compuestos, como por ejemplo, GSH y y-glutamil
cisteina o entre GSH y coenzima A. A diferencia de lo que ocurre en mamiferos,
en T. cruzi la reduccién de GSSG se efectla por intermedio del Tripanotion; no se

ha encontrado la enzima Glutatién reductasa (Fairlamb y Cerami, 1985).
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Apoptosis

La muerte celular programada es un proceso regulado que permite a los
organismos eliminar células dafiadas, controlar el desarrollo y la organogénesis,
asi como la remodelacion tisular, sin provocar una respuesta inflamatoria asociada
a la eliminacion de dichas células (Hengartner, 2000). Es, por lo tanto,
fundamental en la mantencion de la homeostasis, proceso que depende de la
coordinacion entre los ciclos de proliferacion y muerte celular (Razik y Cidlowski,
2002). Los mecanismos a través de los cuales estas células son eliminadas
dependen tanto del tipo celular analizado como del estimulo que desencadena el
proceso de muerte celular. La apoptosis corresponde a un tipo de muerte celular
programada, especificamente al tipo 1 (Kroemer et al., 2009). La apoptosis se
desencadena, por ejemplo, cuando no se pueden reparar macromoléculas (como
el DNA) dafiadas por especies reactivas del oxigeno o nitrégeno (Alberts et al.,
2008).

El fenbmeno de apoptosis presenta caracteristicas morfologicas y bioquimicas
que la definen como tal, incluyendo la pérdida de contacto con la matriz
extracelular (Frisch y Francis, 1994), la exposicion de fosfatidilserina en la cara
externa de la membrana plasmatica (Naito et al., 1997), la disminucién del
volumen celular (Okada y Maeno, 2001), la condensacién de la cromatina, la
fragmentacion del DNA, la formacion de cuerpos apoptoticos y la activacion de
cisteina-proteasas de la familia de las caspasas (Sperandio et al., 2000; Gupta,
2001; Zimmermann et al., 2001a, 2001b; Kroemer et al., 2009). Este conjunto de
procesos converge en la activacion de proteasas y nucleasas que actian sobre

una amplia gama de substratos, conduciendo finalmente a la muerte celular.
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Lipoperoxidacion

La peroxidacion lipidica es el resultado de dafio celular en los sistemas de
membrana celulares inducido por estrés oxidativo (Muriel, 1997). Este proceso de
peroxidacion lipidica consta de una serie de reacciones en cadena, que
demuestran la capacidad de las especies reactivas de oxigeno para producir
reacciones bioquimicas dafinas para la célula (Alberts et al., 2008)

Tras la descomposicion de los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) de las
membranas biolégicas se generan, entre otros, malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxialqgueno (4-HNE), como productos finales de reaccion. Gracias a la
determinacion de estos productos es que se puede cuantificar la peroxidacién
lipidica y por tanto el estrés oxidativo en un organismo o tejido.

Los PUFA son fundamentales para la célula, ya que forman parte de los
fosfolipidos que son los constituyentes principales de las membranas biolégicas y
son los responsables, en buena medida, de la fluidez de éstas (Muriel, 1997). Las
membranas celulares con mas alto contenido de PUFA son la membrana
plasmatica y las endomembranas de reticulo endoplasmico y de la mitocondria.

Los PUFA son las moléculas bioldgicas mas susceptibles al estrés oxidativo y
su degradacion se denomina peroxidacion lipidica. La peroxidacion de las
membranas celulares provoca destruccion de la membrana, aumento de la
permeabilidad de la membrana y puede llevar a la muerte celular ya sea por
apoptosis o necrosis. La susceptibilidad de las membranas biologicas a la
peroxidacién depende, en gran medida, del grado de insaturacion y de la posicion
de los dobles enlaces de los PUFA en la membrana, asi como de la existencia de
iones hierro (Ursini et al., 1991) ya que estos son los que catalizan en su mayoria
las reacciones de oxidacion, ademas de activar el oxigeno en la formacion de las
especies reactivas de oxigeno (Alberts et al., 2008).

La terapia de la enfermedad de Chagas apunta a producir la formacion de
radicales libres y/o metabolitos electrofilicos con drogas como Nx y Bz, aunque
existan nuevas evidencias que por lo menos para el Nx los mecanismos puedan

ser otros.
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Estas drogas han sido usadas ampliamente y con buenos resultados en la fase
aguda de la enfermedad. Las evidencias sobre los efectos adversos son
controversiales. Es por esto que nos hemos propuesto evaluar el efecto
terapeutico y toxico de ambas drogas en un modelo de infeccibn ex vivo de

vellosidades coridnicas humanas con T. cruzi.
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HIPOTESIS

Nifurtimox y Benznidazol disminuyen la infeccién de T. cruzi de vellosidades
coribnicas humanas, pero inducen liperoxidacion, desorganizacion del

sinciciotrofoblasto, colageno | del tejido conectivo fetal y apoptosis.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre la infeccibn con
tripomastigotes de T. cruzi en explantes de vellosidades coridonicas de placentas

humanas y sus posibles efectos citotoxicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto de Nx y Bz en relacion a:
1) La infeccion de tripomastigotes de T. cruzi en explantes de vellosidades
coridnicas humanas
2) Al posible efecto citotoxico sobre las vellosidades coridnicas placentarias
humanas, especificamente se analizara
a) Dafio histopatologico
b) Destruccién y desorganizacion del sinciciotrofoblasto
c) Destruccion y desorganizacion del colageno | del tejido conectivo fetal
d) Induccion de apoptosis

e) Lipoperoxidacion
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de formas infectivas de T. cruzi:

Se cultivaron células VERO® en medio RPMI suplementado con suero fetal
bovino (SFB) no inactivado al 5% y antibidticos (penicilina-estreptomicina). Las
células fueron cultivadas a 37°C en una atmoésfera humeda con 5% COa,
sustituyendo el medio cada 24 horas. Las células VERO en semi-confluencia
fueron inoculadas con un cultivo de epimastigotes envejecido (fase estacionaria) el
cual presenta aproximadamente un 5% de la forma infectiva tripomastigote. Los
tripomastigotes invadieron a las células VERO, se diferenciaron intracelularmente
en amastigotes y como tales proliferaron; después de 4 o 5 dias se diferenciaron
nuevamente a tripomastigotes. Los tripomastigotes lisaron las células VERO y se
recolectaron desde el sobrenadante. EIl sobrenadante se centrifug6 a 500 x g por 5
minutos para separar las células en suspension. El centrifugado se dej6é en reposo
durante 30 minutos a 37°C de modo que los tripomastigotes ascendieran hacia el
sobrenadante. Este sobrenadante fue recolectado y centrifugado a 3.000 x g
durante 10 minutos a fin de obtener en el sedimento las formas infectivas de T.
cruzi. Los tripomastigotes se re-suspendieron en medio RPMI y el nimero de

células fue determinado en una cdmara de Neubauer (Duaso et al., 2010).

Obtencion de placentas:

Placentas humanas de término se obtuvieron durante el alumbramiento en
partos por cesarea para asegurar la asepsia y preservacion de la muestra. Las
placentas provinieron de madres sanas con embarazos monogestacionales y fetos
con crecimiento normal. Los criterios de exclusién para el uso de las placentas
fueron cualquier patologia materna, fetal o placentaria. Los 6rganos se recogieron
en tampén fosfato salino pH 7,2 (PBS: NaCl 135 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10
mM, KH,PO, 1,8 mM) estérii a 4°C y se procesaron inmediatamente. Las
vellosidades corionicas fueron obtenidas de la parte central de los cotiledones,
desechando las caras maternas y fetales, y a 5 cm de la inserciéon del cordén

umbilical. Se obtuvieron trozos de tejido de vellosidades coribnicas de
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aproximadamente 0,5 cm?, los cuales fueron lavadas al menos 5 veces con PBS
a fin de eliminar los restos de sangre e incubadas en medio RPMI suplementado
con antibiéticos y 10% suero fetal bovino inactivado (Duaso et al., 2010). Los
procedimientos de obtencidn de placentas, manejo de las mismas y formulario de
consentimiento informado fueron aprobados por el Comité de Etica Humana de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (anexo 1).

Infeccién ex vivo de vellosidades coriénicas con T. cruzi:

Las vellosidades coridnicas fueron cultivadas con 10° tripomastigotes/ml de
la cepa DM28c (ciclo selvatico) durante 24 horas en medio de cultivo RPMI 1640
suplementado con SFB inactivado y antibiéticos. Las vellosidades coridnicas
controles se mantuvieron en las mismas condiciones, sin parasitos o drogas.
Después de las diferentes condiciones experimentales, las vellosidades coridnicas
fueron procesadas para los estudios histologicos, bioquimicos y de biologia

molecular (Duaso et al., 2010)

Drogas:

Las vellosidades coridnicas incubadas en presencia y ausencia de
tripomastigotes fueron adicionalmente incubadas en presencia y ausencia de las
drogas Nifurtimox y Benznidazol. Se utilizaron las siguientes concentraciones:
Nifurtimox 1, 10 y 100 uM; Benznidazol 2, 20 y 200 uM. Las concentraciones 10
UM y 20 uM corresponden al IC50 (inhibitor concentration 50) (concentracion de
una droga para obtener el 50% del efecto que se mide, por ejemplo citotoxicidad o
proliferacion celular), obtenido in vitro, de Nifurtimox y Benznidazol,
respectivamente. Ambas drogas se solubilizaron en un volumen pequefio de
DMSO (dimetilsulféxido), diluyendo luego esta solucién en medio RPMI sin rojo
fenol estéril hasta una concentracibn adecuada para cada experimento. La

concentracion final de DMSO en el medio de cultivo no fue superior a 0.1%.
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Analisis histolégico de las vellosidades coridnicas:

Las vellosidades coridnicas fueron fijadas durante 24 horas en formaldehido
4% preparada en un tampon fosfato pH 7,4. Posteriormente fueron lavadas en
agua corriente durante 2 horas, deshidratados mediante inmersion en
concentraciones crecientes de etanol (80%, 90%, 95%, 100%, 100%, 100%) por
10 minutos cada vez, aclaradas en xilol 100% 3 veces durante 15 minutos e
incluidas en parafina fundida a 60°C. Posteriormente se obtuvieron cortes de S5uym
de espesor para técnicas histolégicas de rutina, histoquimicas e
inmunohistoquimicas. La inmunodeteccion del neo-epitopo de citoqueratina 18
requirio cortes de 8um de espesor. Los cortes fueron colocados en portaobjetos
tratados con poli-L-lisina y tefiidos con las diferentes técnicas descritas a
continuacion. Posteriormente los cortes tefidos 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. Los preparados fueron montados con Entellan (Merck®), observados en
un microscopio (Nikon, Optiphot-2 o 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 Adobe
Photoshop (Duaso et al., 2010).

Identificacién de antigenos en las vellosidades coridnicas:

Se estudio la distribucion de los siguientes antigenos en los cortes de las
vellosidades coridnicas incubadas en presencia o ausencia del parasito: neo-
epitopo de citoqueratina 18 (deteccion de apoptosis, anticuerpo Cytodeath
Roche®, M-30 Catalog N°: 2140322 , dilucion 1:50), lactégeno placentario
(marcador de sinciciotrofoblasto, anticuerpo Novocastra® NCL-PLp ) y cruzipaina
para deteccién de parasitos’. Los anticuerpos fueron utilizados siguiendo las
instrucciones del fabricante; la titulacion se realiz6 en los cortes de tejido. Los

cortes desparafinados fueron tratados con bloqueador de peroxidasas enddgenas

! gentileza Dr. Juan José Cazzulo, Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas, Universidad
Nacional de General San Martin, Buenos Aires, Argentina
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(ScyTek, ACA) y suero normal equino R.T.U al 2,5% (ScyTek, ACA). Después de
lavados en PBS, las muestras fueron incubadas con un anticuerpo secundario
biotinilado (Kit RTU Vectastain anticuerpo anti-conejo/raton 1gG H+L hecho en
equino) y el complejo antigeno-anticuerpo fue revelado con el cromégeno diamino
bencidina (DAB). El contraste nuclear se realiz6 con Hematoxilina de Mayer. Los
controles de inmunohistoquimica fueron realizados mediante la sustitucion de los

anticuerpos primarios con PBS (Duaso et al., 2010)

Determinacion de lipoperoxidacion en las vellosidades corionicas:

Se determind la presencia de MDA como marcador de lipoperoxidacion. Las
muestras de vellosidades coridnicas fueron homogenizadas en 1,5 mL de buffer
de lisis (en mM: 75 Tris-HCI pH 7,4, 225 NaCl, 1,5 EDTA, 4,5 % NP-40, 5 Na3gVO,,
40 NaF, 10 NaPP, 0,5 leupeptina, 0,116 pepstatina, 15,9 benzamidina, 19,5
fenilmetilsulfonil fluoruro y 200 N-etilmaleimida) en un homogenizador Potter-
Elvejem, centrifugadas a 10.000 x g. Se mezclaron 50 pL de sobrenadante
mezclados con 250 pL de acido metafosforico 1.22 M, 250 pL de &cido
tiobarbittrico 0,44M y 450 pL de agua HPLC. Esta solucién fue hervida durante 60
minutos y enfriada a 4°C. 200 pL de esta solucion fueron neutralizados con
metanol HPLC y NaOH 1M. El MDA fue separado en una columna C-18 con una
fase movil de 50% metanol y 50% de tampon fosfato 25 mM pH 6,5. El MDA fue
evidenciado mediante un detector de fluorescencia a 553 nM. Se efectué una
curva de calibracién con estandares de MDA entre 0 y 5 uM (Fukunaga et al.,
1998).

Determinacion de fragmentacion de DNA mediante TUNEL.:

La visualizacién de fragmentacién de DNA se realiz6 mediante la técnica de
TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling). Esta técnica se basa en la
adicion catalitica de fluoresceina-12-dUTPs a los extremos OH 3” libres del DNA,
por accion de una nucleotidil transferasa terminal recombinante. La fragmentacion

del DNA, caracteristica de las células apoptéticas, produce una alta cantidad de
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extremos 3" libres por lo que los ndcleos celulares positivos a la reaccién
presentan fluorescencia verde (Kiernan, 2008).

Para ello, los cortes fueron montados en portaobjetos silanizados con carga
positiva (Superfrost® plus, Thermo scientific), desparafinados mediante dos
iInmersiones sucesivas en xilol durante 5 minutos cada una, hidratadas en
concentraciones decrecientes de alcohol etilico (100%, 100%, 95%, 85%, 70% y
50%) durante 3 minutos cada vez, sumergidas en solucion de cloruro de sodio al
0,85% por 5 minutos y lavadas con PBS por 10 minutos, para luego someterlos a
la técnica de TUNEL utilizando el kit DeadEndTM Fluorometric TUNEL System,
Promega® de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron
permeabilizadas en solucion de proteinasa K (20 pg/mL) por 10 minutos, lavadas
en PBS por 5 minutos, incubadas en tampdn de equilibrio (200 mM cacodilato de
potasio 25 mM, Tris-HCI pH 6,6, 0,2 mM DTT, 0,25 mg/mL, 2,5 mM cloruro de
cobalto) por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente cada corte de
tejido fue incubado con 51 uL de la mezcla de reaccion TdT (45 pL de tampodn de
equilibrio, 5 pL de mezcla de nucledtidos (50uM fluoresceina-12-dUTP, 100 uM d
ATP, 10 mM Tris-hcl (pH 7,6), 1 mM EDTA, 1 yL de enzima rTdT), cubiertas con
cubreobjetos plasticos e incubadas durante 60 minutos a 37° C; en camara
hameda. La reaccion enzimatica fue detenida mediante inmersién en tampén 2 X
SCC (NaCl 300 mM, citrato de sodio 29,9 mM, pH 7,2) durante 15 minutos. Las
muestras fueron lavadas dos veces en PBS por 5 minutos cada vez y los ndcleos
fueron tefidas con DAPI (4’,6- diamidino-2-fenilindol dicloridrato, PIERCE ®; 1
pg/mL) por 5 minutos, lavadas dos veces en PBS por 3 minutos cada vez, y
montadas con medio para fluorescencia (VECTASHIELD® VECTOR (ScyTek,
ACA)). Tanto la reaccion enzimatica de la nucleotidil transferasa terminal como la
tincion con DAPI se realizaron en ausencia de luz. Las muestras se observaron en
un microscopio de epifluorescencia como descrito anteriormente. El indice
apoptético se obtuvo por recuento de nucleos positivos a la reaccion de TUNEL
versus células totales, con un recuento de 200 nucleos en duplicado (Kiernan,
2008).
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Extraccion y cuantificacion de DNA:

Las muestras de placenta fueron lavadas 10 veces en PBS, posteriormente
se extrajo el DNA gendmico mediante el kit Wizard® Genomic DNA Purifcation Kit
(Promega) segun instrucciones del fabricante. El tejido fue homogenizado a 4° C
en 600 pL de solucién para lisis de nucleos. EI homogenado fue incubado a 65° C
por 20 minutos, posteriormente se agreg6 3 puL de RNasa para ser incubado a 37°
C por 20 minutos y enfriada a temperatura ambiente. Luego se precipitaron las
proteinas del homogenado mediante 200 pL de solucién para precipitacion de
proteinas y un centrifugado a 15.000 x g por cuatro minutos. Se recolecto el
sobrenadante, el cual se agregd a un tubo con 600 pL de alcohol isopropilico a
temperatura ambiente. El contenido del tubo fue mezclado por inversion y
centrifugado a 15.000 x g por 1 minuto, el sobrenadante fue recolectado y se
agregd a un tubo con 600 ul de etanol. El contenido del tubo fue mezclado por
inversion, centrifugarlo a 15.000 x g por 1 minuto. El etanol fue aspirado y el
precipitado (DNA) se dejo secar al aire por 15 minutos, y fue hidratado en 100 pl
de solucion de hidratacion de DNA mediante incubacion por una hora a 65° C
(Duaso et al., 2010).

El DNA fue cuantificado mediante el kit Quant-iTTM dsDNA BR Assay
(Invitroogen®) segun instrucciones del fabricante. Se prepar6 una solucién de 200
puL (198 pL de Quant-iTTM dsDNA BR buffer, 1 uL de Quant-iTTM dsDNA BR
reagent y 1 puL de DNA gendémico) que fue incubada por dos minutos a
temperatura ambiente, posteriormente la absorbancia de la fluorescencia fue leida
en un fluorimetro (Quibit® fluorometer).

Reaccién de polimerasa en cadena (PCR):

Para la reacciéon de PCR se preparé una mezcla de 25 pyL conteniendo 100
ng de DNA gendmico (cuantificado mediante fluorometria en Quibit® fluorometer
Invitroogen®), MgCI2 50 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 1.5 U de Tag polimerasa y
32 pmol de cada partidor. Los ciclos termales fueron: 5 min de denaturacion a 95°
C, seqguidos de 20 ciclos de 30 segundos a 95° C, 30 segundos a 60° Cy 1 min a

72° C. La extension final fue de 7 min a 72° C. Se amplificaron fragmentos del gen

31



codificante para la endonucleasa NL1Tc de T. cruzi amplificando un segmento de
984 pares de bases. Los partidores usados fueron: Sentido 5'-
GGGGTACCATGGAGCCATTTACATGGCTG-3’ y antisentido 5-
CCCAAGCTTTATAAGCGCTCTCGTGAAAGC-3". Los amplificados de DNA se
separaron en geles de agarosa al 1% preparados en tampon Tris-borato-EDTA
(Tris-HCI 89 mM pH 8,0, Acido bdérico 89 mM, EDTA 2 mM) y se tifieron con
bromuro de etidio (Duaso et al., 2010).

Analisis estadistico:

Cada experimento fue realizado en triplicado y al menos en tres
oportunidades distintas. Los resultados se expresaron como promedio mas
desviacion estandar. Las variables multiples se analizaron mediante ANDEVA
seguido por “Dunnett’'s post test” (compara todas las columnas respecto al
control). Se utilizé el programa computacional GraphPad Software PRISM 5.0
(GraphPad Software, San Diego, EE.UU.). Se consideré6 un p <0,05 como

estadisticamente significativo.

Bioseguridad:

El laboratorio cuenta con los requerimientos basicos de Bioseguridad,
certificado 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 manipulados por la profesora guia (Anexo 2).
Bioética:

Este estudio conté con la aprobacién del “Comité de Etica Humana de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile” (Anexo 3).
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RESULTADOS

Bz previene parcialmente el dafo tisular observado en vellosidades

coriénicas humanas infectadas ex vivo con T. cruzi.

Vellosidades coridnicas humanas fueron incubadas durante 24 horas en presencia
(Figs 6-8 B, D, F y H) y ausencia (Figs 6-8 A, C, E y G) de 10° millones de

tripomastigotes cepa DM28c; asi como en presencia y ausencia de Bz a
concentraciones de 2 (Figs 6-8 C-D), 20 (Figs 6-8 E-F) y 200 uM (Figs 6-8 G-H).

a)

b)

Histopatologia: Las vellosidades corionicas incubadas con el parasito (Fig 6
B) muestran un dafo tisular severo respecto al control (Fig 6 A). Se
observa separacion y destruccién del sinciciotrofoblasto asi como
disgregaciéon del tejido conectivo fetal (Fig 6 B). Vellosidades coridnicas
incubadas con distintas concentraciones de Bz, en ausencia del parasito,
no muestran un dafio histopatoldgico evidente (Fig 6 C, E y G) respecto a
las vellosidades controles (Fig 6 A). Las vellosidades coriénicas incubadas
con el parasito y distintas concentraciones de Bz (Fig 6 D, F y H)
evidencian un dafio tisular menor al descrito mas arriba (Fig 6 D, Fy H).

Sinciciotrofoblasto: EIl sinciciotrofoblasto es el tejido de la vellosidad
coridénica, que esta en contacto con la sangre materna. Por lo tanto, durante
la transmision vertical, este tejido constituye la primera barrera que deben
atravesar los diversos patdégenos. Los estudios histopatolégicos (descritos
mas arriba) evidencian destruccion y desprendimiento del sinciciotrofoblasto
en presencia del parasito (Figs 6B y 7 B). Se analiz6 en forma mas
detallada esta estructura mediante inmunohistoquimica con un marcador de
sinciciotrofoblasto (anticuerpo anti-lactégeno placentario humano). Las
vellosidades coridnicas que fueron incubadas con Bz a concentraciones de
2, 20 y 200 uM respectivamente y en ausencia de parasitos (Fig 7 C, Ey G)
no evidencian dafios aparentes en el sinciciotrofoblasto, en cambio las

vellosidades tratadas con Bz a distintas concentraciones e incubadas con el
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d)

parasito (Fig 7 D, F y H) muestran dafo tisular parcial como
desorganizacion parcial y separacion del sinciciotrofoblasto.

Tejido conectivo fetal: Durante la invasion tisular, ademas de atravesar
sinciciotrofoblasto y laminas basales, el parasito debe avanzar a través del
tejido conectivo para alcanzar los capilares fetales. El tejido conectivo fetal
de la vellosidad coridnica es de tipo laxo y el coldgeno | constituye el
principal componente fibrilar de la MEC. Se analizé a este componente de
la MEC mediante la técnica histoquimica de Picro Rojo Sirio. El dafio se
evidencia por la pérdida de birrefringencia de las fibras de colageno I. Se
observa desorganizacion parcial del tejido conectivo en las vellosidades
tratadas con Bz e incubadas con el parasito (Fig 8 D, F y H). En las
vellosidades coridnicas que fueron incubadas con Bz a concentraciones de
2, 20 y 200 uM respectivamente y en ausencia de parasitos (Fig. 8 C, Ey
G) no se aprecian mayores alteraciones en las fibras de colageno.

Induccién de apoptosis: El proceso de muerte celular programada tipo
apoptosis es fundamental en la mantencion de la homeostasis de las
vellosidades corionicas (Belkacemi et al., 2009) Se han descrito a diversos
patdgenos, entre ellos T. cruzi, capaces de inducir, retardar o inhibir la
apoptosis como parte de sus estrategias de infeccién (Heussler et al., 2001;
de Souza, 2003).

Durante el proceso de apoptosis se induce fragmentacién de DNA. En las
vellosidades coridnicas incubadas con tripomastigotes (Fig 10 A-C) se
observd un aumento significativo de fragmentacion de DNA mediante la
deteccidon de células TUNEL+ respecto al control (Fig 9 A-C). Se observan
imagenes correspondientes a las observaciones con contraste de fase (A,
D, G, J), imagenes correspondientes a la tincién nuclear con DAPI (B, E, H,
K) e imagenes correspondientes a la reaccion de TUNEL (C, F, I, L).

No se observan diferencias estadisticamente significativas respecto a la
presencia de células TUNEL + en las vellosidades coriénicas tratadas con
las distintas concentraciones de Bz (2, 20, 200 uM) respecto del control (Fig

11). En cambio, en las vellosidades coridnicas incubadas con las distintas
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concentraciones de Bz en presencia del parasito presentan un nuamero
similar de células TUNEL + respecto del control infectado (Fig 11). Por lo
gque Bz no es capaz de prevenir la induccion de apoptosis en las
vellosidades coridnicas incubadas con el parasito.

e) Lipoperoxidacion: EI mecanismo de accibn de Bz es a través de la
formacién de radicales libres y/o metabolitos electrofilicos. La medicion de
la lipoperoxidacion mediante deteccion de la generaciéon de MDA es una
manera confiable de evidenciar el dafio de macromoléculas,
especificamente de los fosfolipidos de las membranas biologicas. Se
observa un leve aumento en la cantidad de MDA generada en presencia de
las distintas concentraciones de Bz y en presencia y ausencia del parasito,

sin embargo, este aumento no es estadisticamente significativo (Fig 12).

El dafio tisular observado en vellosidades corionicas humanas infectadas ex
vivo con T. cruzi, en presenciay ausencia de Nx, se debe tanto a la presencia

del parasito como a un efecto téxico de Nx.

Vellosidades coridnicas humanas fueron incubadas durante 24 horas en presencia
(Figs 13-15 B, D, F y H) y ausencia (Figs 13-15 A, C, E y G) de 10° millones de
tripomastigotes cepa DM28c; asi como en presencia y ausencia de Nx a
concentraciones de 1 (Figs 13-15 C-D), 10 (Figs 13-15 E-F) y 100 uM (Figs 13-15
G-H).

a) Histopatologia: Tanto las vellosidades incubadas con el parasito sélo (Fig
13B), las incubadas con 10 y 100 pM de Nx (Fig 13 E y G) como las
incubadas con el parasito y las distintas concentraciones de Nx (Fig 13 D, F
y H) muestran un severo dafio tisular. Las vellosidades -corionicas
presentan separacion y destrucciéon del sinciciotrofoblasto asi como
disgregacion del tejido conectivo fetal respecto al control (Fig 13 A). Sdlo
las vellosidades coridnicas incubadas con 1 uM de Nx no muestran un dafio

tisular severo. Sin embargo las muestras sometidas a inmounodeteccion de
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b)

lactbgeno placentario humano si evidenciaron desprendimiento del
sinciciotrofoblasto (Fig 14 C)

Sinciciotrofoblasto: En las vellosidades coridnica incubadas con Nx 1, 10 y
100 uM en presencia (Fig. 14 D, F y H) y ausencia del parasito (Fig. 14 C,E
y G) se evidencia disgregacion y separacion del sinciciotrofoblasto respecto
al control (Fig 14 A).

c) Tejido conectivo fetal: En las vellosidades corionica incubadas con Nx 1, 10

d)

y 100 uM en presencia (Fig. 15 D, F y H) y ausencia del parasito (Fig. 15 C,
E y G) se evidencia una marcada desorganizacion del colageno | del tejido
conectivo fetal respecto al control (Fig 15 A).

Induccion de apoptosis: En las vellosidades coridnicas incubadas con
tripomastigotes (Fig 17 A-C) se observé un aumento significativo de
fragmentacion de DNA mediante la deteccion de células TUNEL+ respecto
al control (Fig 16 A-C). Se observan imagenes correspondientes a las
observaciones con contraste de fase (A, D, G, J), imagenes
correspondientes a la tincion nuclear con DAPI (B, E, H, K) e imagenes
correspondientes a la reaccion de TUNEL (C, F, I, L). Nx, igual que Bz, no
induce la presencia de células TUNEL+ en las vellosidades corionicas
tratadas solamente con la droga (Fig 16). Nx tampoco previene la induccion
de células TUNEL+ en las células incubadas con el paréasito (Fig 17-18), ya
que presentan un indice de células TUNEL+ igual que las incubadas
solamente con el parésito (Fig 18).

Lipoperoxidacion: EI mecanismo de accién propuesto, pero Ultimamente
cuestionado, de Nx es a través de la formacion de radicales libres. A pesar
de que se observa una tendencia al aumento de la presencia de MDA en
las vellosidades incubadas con Nx en presencia y ausencia del parasito,
solamente las vellosidades corionicas tratadas, en ausencia del parasito y
con la mas alta concentracion de Nx ensayada (100 pM) presentan un
aumento significativo en la produccién de MDA (p< 0,05) respecto al control
(Fig.19).
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Los tratamientos con Nx y Bz no son capaces de eliminar al parasito de las

vellosidades coriénicas infectadas ex vivo con T. cruzi.

Vellosidades coridnicas humanas fueron incubadas durante 24 horas en presencia
y ausencia de 10° millones de tripomastigotes cepa DM28c y en presencia y
ausencia de Nx o Bz en las concentraciones anteriormente descritas. Ninguna de
las drogas fue capaz de eliminar completamente al parasito en el tejido.

En la figura 20 se observa la deteccion del parasito mediante inmunohistoquimica
con un anticuerpo anti-cruzipaina. En las vellosidades corionicas incubadas con
10° tripomastigotes en ausencia de las drogas antichagasicas (Fig 20 B) y con la
concentracion mas alta de Bz (200 uM) (Fig 20 C) o con la concentracion mas alta
de Nx (100 pM) (Fig 20 D) se detecta el parasito. En las vellosidades coridnicas
controles no se observa inmunoreactividad para el antigeno (Fig 20 A)
Adicionalmente se detecto la presencia del parasito en las vellosidades coridnicas
humanas mediante PCR. Se observaron amplificados de DNA parasitario
correspondiente al gen de la endonucleasa de T. cruzi NL1Tc en muestras de
vellosidades coriénicas infectadas con 10° parésitos y no tratados (Fig 21 carril 5)
y en las vellosidades infectadas y tratadas con las distintas concentraciones del
parasito (Fig 21 carriles 7-9). El amplificado en las vellosidades coridnicas
tratados con 200 uM de Bz es menor, pero esta presente. Por lo tanto, Bz a la
concentracion mas alta ensayada no elimina al parasito.

El mismo resultado se obtiene en las vellosidades coridnicas humanas infectadas
y tratadas con distintas concentraciones de Nx. Se observan amplificados de DNA
parasitario en muestras de vellosidades coriénicas infectadas con 10° parasitos y
no tratados (Fig 22 carril 5) y en las vellosidades infectadas y tratadas con las
distintas concentraciones del parasito (Fig 22 carriles 7-9). Los amplificados en
las vellosidades coridnicas tratados con 10 y 100 uM de Nx son menores, pero
estan presentes. Por lo tanto Nx con las concentraciones mas altas ensayadas

tampoco eliminan al parasito.
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DISCUSION

Durante la transmisidbn congénita, el parasito debe atravesar el
sinciciotrofoblasto, el citotrofoblasto, la lamina basal, el tejido conectivo fetal, la
lamina basal del capilar fetal y finalmente, el endotelio fetal, es decir la barrera
placentaria (Bittencourt, 1976; Andrade, 1982; Nisida, 1999; Carlier, 2005).

El modelo de infeccién ex vivo de vellosidades coridénicas humanas, ya ha
sido utilizado previamente por otros autores (Sartori et al., 2003; Lin, et al., 2004,
Mezzano, et al., 2005) demostrando ser una herramienta excelente en el estudio
de los mecanismos de infeccidn parasitaria y de la transmision congénita.

Al infectar ex vivo explantes de vellosidades coridnicas con tripomastigotes,
la primera capa que éstos deben atravesar es el sinciciotrofoblasto. Durante este
proceso de infeccion, T. cruzi induce la destruccion y desprendimiento de esta
capa tisular (Duaso et al., 2010). No s6lo T. cruzi causa este tipo de dafo, sino
gue otros patdogenos como citomegalovirus (Chan y Guilbert, 2006) y parasitos
como P. falciparum (Crocker et al., 2004) y el T. gondii (Abbasi et al., 2003)
también provocan lesiones a este nivel. La destruccion y el desprendimiento del
sinciciotrofoblasto, tejido que esta en contacto con la sangre materna y en la cual
diversos patdégenos pueden circular, podria constituir un mecanismo de defensa
tratando de evitar la infeccién congénita. El desprendimiento o descamacion de
tejidos epiteliales, forma parte de la primera barrera de defensa del organismo
frente a agentes infecciosos (Junqueira y Carneiro, 2005).

Actualmente, Nx y Bz son las drogas de eleccion para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. Sin embargo, para estas drogas estan descritos efectos
secundarios adversos de distinta magnitud, que van desde las nauseas hasta las
convulsiones o neuropatias (Maya et al., 2006).

El mecanismo de accién propuesto para ambas drogas es la formacion de
radicales libres y/o metabolitos electrofilicos. Sin embargo, ultimamente se ha
cuestionada la capacidad de generar especies reactivas del oxigeno y nitrégeno
de Nx (Boiani et al., 2010), por lo que su mecanismo de accion no esta claro.
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Los radicales libres y metabolitos electrofilicos alteran por distintas vias la
estructura de macromoléculas bioldgicas como lipidos, proteinas y DNA (Maya et
al., 2006).

En el caso del tratamiento con Bz se pudo demostrar que en las tres
concentraciones utilizadas (2, 20 y 200 pM), la droga no provoca dafio tisular. En
el caso especifico de los explantes tratados con Bz, en las 3 concentraciones
mencionadas anteriormente e infectados con el protozoo se obtuvo un menor dafio
tisular al obtenido en las vellosidades infectadas sin tratamiento (Figs 6 - 8).

El tejido conectivo fetal es otro obstaculo que encuentra el parasito entre el
trofoblasto y capilares fetales. En la infeccion ex vivo de la vellosidad coridnica
humana el parasito induce una severa desorganizaciéon del colageno I. Este
proceso se evidencié claramente con la técnica con picro rojo sirio. La
degradacion del colageno | se explica probablemente por la presencia de
cruzipaina (Scharfstein y Morrot, 1999) o por la secrecion de metaloproteinasas
tipo gelatinasas B que son capaces de degradar al colageno I. En los explantes
tratados Unicamente con Bz no se observé dafio del colageno I, en cambio, en las
vellosidades tratadas con la droga e infectadas con T. cruzi se observo un dafio
parcial de esta estructura (Fig 8).

Estas evidencias experimentales cuestionan el mecanismo de accion
propuesto para Bz. Si esta droga es capaz de generar especies electrofilicas y asi
inducir dafio en macromoléculas, este dafio molecular se evidenciaria como un
efecto toxico sobre el tejido. Este efecto toxico no se observa en las vellosidades
tratadas solamente con la droga, incluso Bz previene parcialmente el dafio
inducido por el parasito.

En cambio, Nx si presenta efectos toxico sobre los explantes de
vellosidades coridnicas humanas dado el marcado dafio tisular evidenciado bajo
las concentraciones de 1, 10, 100 pM tanto en presencia como ausencia del
paradsito (Figs 13-15). Estos dafios tisulares se observan en el analisis
histopatolégico (Fig 13), en el andlisis del sinciciotrofoblasto (Fig 14) y al analizar
el colageno | del tejido conectivo fetal (Fig 15). Asi, se puede concluir que Nx no

s6lo es incapaz de prevenir el dafio causado por el parasito sino que por si solo
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induce destruccion tisular. Estos resultados complican aun mas el entendimiento
de los mecanismos de accion de Nx. Se ha propuesto que Nx genera compuestos
electrofilicos y ROS/RNS, los que serian los responsables de los efectos téxicos,
que se han descrito para esta droga. Nuestros analisis histopatologicos,
histoquimicos e inmunohistoquimicos confirman el efecto toxico de Nx, que podria
deberse al mecanismo de accién propuesto. Sin embargo, Ultimamente se ha
descrito que Nx no es capaz de generar ROS/RNS (Boiani et al., 2010).

Para confirmar el posible estrés oxidativo/nitrosativo de ambas drogas se
evalué la lipoperoxidacion de las membranas biologicas presentes en las
vellosidades coriénicas humanas. La lipoperoxidacién es el resultado del dafio
celular y es inducido por estrés oxidativo (Muriel, 1997). Este proceso de
peroxidacion lipidica consta de una serie de reacciones en cadena, que llevan a la
formacion de MDA (Alberts et al., 2008). Se observdé una leve tendencia al
aumento de MDA generado en presencia de las distintas concentraciones de Bz
en presencia y ausencia del parasito. Sin embargo, este aumento no fue
significativo. En las vellosidades corionicas tratadas con Nx también se observa
una tendencia al aumento de la lipoperoxidacibn a medida que se aumenta la
concentracion de la droga en presencia y ausencia del parasito (Fig 18).Esta
tendencia al aumento de la lipoperoxidacidbn es mas notoria que con Bz. Sin
embargo, solo la concentracion mas alta de Nz ensayada induce un aumento
significativo en la producciéon de MDA respecto al control. Probablemente al
aumentar el numero de experimentos se logren ver diferencias estadisticamente
significativas (Fig 19). Los resultados obtenidos bajo estas condiciones en relacion
a la no induccién de lipoperoxidacion confirman la inocuidad de Bz sobre el tejido
placentario. Debido a que el parasito por si solo tampoco genera lipoperoxidacion
(Fig 12) la prevencion del dafio inducido por el parasito o por Bz se deberia a
mecanismos aun desconocidos. Los resultados en relacion a Nx aun generan
dudas respecto si la lipoperoxidacion influye en su efecto téxico, como descrito
mas arriba, hay que aumentar el nimero de experimentos e implementar otras
determinacidnes de dafio oxidativo como por ejemplo ver dafio oxidativo en el

DNA o proteinas.
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De la célula hospedera y su integridad depende en parte la supervivencia y
el desarrollo de los agentes patdgenos. La activacion o la prevencion de la muerte
celular parece ser un factor decisivo en el resultado de una infeccién, ya que
puede facilitar o dificultar el control de patdgenos y la propagacion de estos (de
Souza et al.,, 2003). El proceso de muerte celular tipo apoptosis puede ser
modulado durante la infeccién con diferentes microorganismos, como bacterias,
virus y protozoos (de Souza et al., 2003). Diversos patdgenos inducen apoptosis
en células del sistema inmune y evaden de esta manera el sistema de defensa del
organismo. Por otro lado, la inhibicién de apoptosis de una célula huésped puede
permitir la proliferacion intracelular de un patégeno (Weinrauch y Zychlinsky,
1999).

Trypanosoma cruzi, puede inducir, retardar o inhibir la apoptosis en células

del hospedero (Heussler et al., 2001). Tanto los parasitos intracelulares como las
células huésped sufren apoptosis durante la infeccidén con T. cruzi. Estos procesos
se han observado durante estudios de invasion celular in vivo e in vitro (De Souza
et al., 2003). Las principales células blanco, en las cuales T. cruzi induce
apoptosis son macrofagos comparado con otras células de mamifero (de Souza et
al., 2003; de Souza et al., 2008), por lo que la induccién de apoptosis seria un
mecanismo de evadir la respuesta inmune. La apoptosis también se desencadena,
por ejemplo, cuando no se pueden reparar macromoléculas (como el DNA)
dafiadas, entre otros, por especies reactivas del oxigeno o nitrdgeno (Alberts et
al., 2008), por lo que la induccién de apoptosis en el tejido placentario podria ser
un mecanismo de defensa placentario local.
Se han descrito otros parasitos que inducen la apoptosis en la placenta humana
como T. gondii (Abbasi, 2003) y P. falciparum (Crocker, 2004). En nuestro
laboratorio describimos la induccion de apoptosis en placenta humana por T. cruzi
(Duaso, 2010).

Las vellosidades coridnicas tratadas con Bz (Figs 9-11) o Nx (Figs 16-18)
no presentan aumento de la fragmentacion del DNA. Por otra parte, en las

vellosidades infectadas con T. cruzi y tratadas con las drogas se demuestra que
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ninguna de las drogas es capaz de inhibir los procesos apoptéticos
desencadenados por la infeccion parasitaria.

El hecho que Bz no induzca fragmentacion de DNA concuerda con los
resultados anteriores, ya que Bz no ejerce un efecto toxico sobre el tejido
placentario. Sin embargo,llama la atencion que no previene el dafio inducido a
nivel de DNA por el parésito. Por el contrario, se encontr6 que Nx no induce
aumento de la fragmentacion del DNA, en las vellosidades coridnicas incubadas
con las distintas concentraciones de la droga. Seria esperable encontrar células
TUNEL+ en presencia de Nx, si esta droga indujera un dafio oxidativo. La no
prevencion del dafio en el DNA inducido por el parasito si concuerda con los
resultados obtenidos con los estudios histopatologicos, histoquimicos,
inmunohistoquimicos y la determinacién de lipoperoxidacion.

Por otra parte es probable que la induccion de apoptosis por el paréasito
refleje una aceleracion del proceso apoptético en el trofoblasto, que forma parte
del proceso de diferenciacion de este tejido epitelial. Esta aceleracion del
recambio del sinciciotrofoblasto (capa mas diferenciada y superficial del
trofoblasto) puede formar parte de los mecanismos de defensa local de la placenta
(Duaso., 2010).

Ninguna de las drogas, ni con la concentracibn mas alta ensayada, es
capaz de eliminar el parasito del tejido placentario. La presencia del parasito fue
determinada mediante PCR y mediante técnicas inmunohistoquimicas. La
presencia de DNA parasitario detectado mediante PCR no permite diferenciar
entre la presencia de parasitos vivos o muertos y podria ser que el DNA detectado
corresponda a DNA de parasitos lisados por la droga o por mecanismos de
defensa locales de la placenta. Lo mismo se puede afirmar con la deteccién
inmunohistoquimica, se detectan antigenos parasitarios, pero no al parasito
completo ni nidos de amastigotes que se esperarian encontrar en una infeccion
efectiva.

Los resultados de esta memoria demuestran que Bz es capaz de prevenir
parcialmente el dafio tisular provocado por T. cruzi en las vellosidades corionicas

infectadas ex vivo, en cambio, en las vellosidades tratadas con Nx se observé que
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el dafio tisular no solo corresponde a la infeccién parasitaria sino que también
tiene relacion con el efecto toxico de Nx sobre los tejidos. Ademéas se puede
afirmar que tanto Bz como Nx son incapaces de eliminar al parasito de las
vellosidades coriénicas humanas aun con las concentraciones mas altas

ensayadas.
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CONCLUSIONES

Benznidazol no presenta efectos toxicos sobre los explantes vellosidades
coridnicas humanas.

Benznidazol previene parcialmente el dafio inducido en explantes de
vellosidades corionicas infectadas ex vivo con tripomastigotes de T. cruzi.
Nifurtimox presenta efectos téxicos sobre los explantes vellosidades
coriénicas humanas y por ende, no puede prevenir el dafio inducido en
explantes de vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con tripomastigotes
de T. cruzi.

La infeccion ex vivo de explantes de vellosidades coridnicas humanas con
T. cruzi es una excelente herramienta para determinar el efecto toxico y

terapéutico de drogas antichagasicas.
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Figura 1: Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi:

El insecto vector (triatomino) al alimentarse de sangre de un individuo infectado
con el parasito ingiere los tripomastigotes. Los parasitos, a medida que avanzan
por el tracto digestivo del insecto vector, se diferencian a epimastigotes, los cuales
se multiplican quince a treinta veces. Cuando los epimastigotes alcanzan al
intestino posterior del insecto vector 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, se diferencian a tripomastigotes, lisan la célula, alcanzan la
circulacién y se diseminan por todo el organismo, quedando expuestos para que
nuevamente sean ingeridos por un triatomino, cerrando asi el ciclo biolégico.
Fuente: Universidad de Cambridge, http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk
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Figura 2: Formas celulares de Trypanosoma cruzi:

El paréasito presenta tres formas celulares: (A) tripomastigote, forma infectante,
no proliferativa; (B) epimastigote, forma replicativa que se encuentra en el tubo
digestivo del agente vector y (C) amastigote, que es la forma replicativa.
intracelular en los mamiferos. Fuente: Universidad de Texas Arlington,
http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html
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[ 1 No estimated cases
[ I Less than 1,000
711,001 - 10,000
[ 10,001 - 100,000
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I 1,000,000 and above

Figura 3: Estimacion de la poblacién mundial infectada con Trypanosoma
cruzi

La enfermedad de Chagas es endémicas en el continente americano, afectando a
21 paises. Adicionalmente se esta detectando a esta patologia en paises no
endémicos debido a formas de transmisibn no vectorial (transfusiones,
transplantes y congénita). La “globalizacion” de la enfermedad de Chagas se debe
a migraciones tanto legales como ilegales desde paises endémicos. Fuente:
http://www.treatchagas.org/imagens/MapChagasJunQ9 large.jpg
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Figura 4: Drogas utilizadas en el tratamiento de la enfermedad de Chagas

Se usan dos compuestos nitroheterociclicos para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas: a) Nifurtimox (Nx) [3-metil-4(nitrofurfurilideneamino)tetrahidro-4H-
1,4-tiozina-1,1-dioxido] y b) Benznidazol (Bz) [N-benzil-2-nitroimidazol
acetamida]. Fuente: American Society for Microbiology. 2005. ANTIMICROBIAL

AGENTS AND CHEMOTHERAPY, VOL.49.
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Figura 5: Mecanismo de accion de Benznidazol (Bz) y Nifurtimox (Nx)

El probable mecanismo de accion de las drogas Nifurtimox y Benznidazol es a
través de la formacién de radicales libres y/o metabolitos electrofilicos.

El grupo nitro de ambas drogas, por accion de nitroreductasas, requiere de seis
electrones para reducirse a grupo amino, lo cual genera varios radicales libres y
metabolitos electorofilicos. El proceso mediante el cual se forman los radicales
libres se inicia por una reaccion catalizada por flavoproteinas, incluyendo la
NADPH-citocromo P450 reductasa, que actla directamente sobre el grupo nitro de
las moléculas R-NO,, produciendo un radical intermediario anién nitro (R-NO").
Este radical intermediario entra en reciclaje redox con el oxigeno molecular
produciendo una reduccion parcial del oxigeno y regenerando la droga. El anion
superoxido (O,") es dismutado a H,O, por la enzima superoxido dismutasa (SOD)
El anién superéxido (O,") y el peréxido de hidrégeno (H-0,), en presencia de Fe**
forman el radical libre hidroxilo (OH’) (Reaccion de Haber-Weiss Fenton). Estos
radicales libres, fundamentalmente el OH;, alteran la estructura de
macromoléculas bioldgicas: lipidos, proteinas y DNA. Fuente: Maya, J. 2006.
COMPARATIVE BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGY, PART A 146
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Figura 6: Benznidazol previene parcialmente el dafo tisular en vellosidades
corionicas humanas inducido por la infeccién ex vivo con Trypanosoma
cruzi: Andlisis histopatologico.

Vellosidades coriénicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia (A, C, E,
G) y presencia (B, D, F, H) de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en
ausencia y presencia de 2 (C-D), 20 (E-F) y 200 (G-H) uM de Bz. Se observa un
severo dafio tisular en las vellosidades coridnicas incubadas so6lo con el paréasito
(B) respecto al control (A). Se observa destruccion y separacion del
sinciciotrofoblasto del tejido conectivo fetal vecino. El tejido conectivo fetal también
muestra un marcado dafo. Las vellosidades coriénicas que fueron incubadas con
las distintas concentraciones de Bz en ausencia del parasito no muestran un dafio
tisular evidente (C, E, G). Las vellosidades coriénicas incubadas en presencia de
las distintas concentraciones de las drogas y el parasito (D, F, H) evidencian un
dafio tisular menor que el descrito mas arriba. Las vellosidades coridnicas fueron
procesadas mediante técnicas histoldégicas convencionales y tefiidas con
hematoxilina eosina.
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Figura 7: Benznidazol previene parcialmente la destruccion vy
desprendimiento del sinciciotrofoblasto en vellosidades coriénicas
infectadas ex vivo con Trypanosoma cruzi

Vellosidades coridnicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia (A, C, E,
G) y presencia (B, D, F, H) de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en
ausencia y presencia de 2 (C-D), 20 (E-F) y 200 (G-H) uM de Bz. Las vellosidades
coriénicas incubadas con 10° tripomastigotes cepa DM28c durante 24 horas y en
ausencia de tratamiento (B) muestran desprendimiento y destruccion del
sinciotrofoblasto respecto a las vellosidades coridnicas controles (A). Las
vellosidades coridnicas que fueron incubadas con Bz a concentraciones de 2, 20y
200 uM respectivamente y en ausencia de parasitos (C, E, F) no evidencian dafios
aparentes en los tejidos a este nivel, en cambio las vellosidades tratadas con Bz e
incubadas con el parasito (D, F, H) muestran dafio tisular parcial como
desorganizacion parcial y separacion del sinciciotrofoblasto. Esto evidenciado
mediante la inmunodeteccion de lactégeno placentario humano (marcador de
sinciotrofoblasto). Las vellosidades coriénicas fueron procesadas mediante
técnicas inmunohistoquimicas convencionales y la reaccién antigeno anticuerpo
fue revelado con DAB.
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Figura 8: Bz previene parcialmente la desorganizacion del colageno | en el
tejido conectivo fetal en vellosidades coridonicas infectadas ex vivo con
Trypanosoma cruzi

Vellosidades coridnicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia (A, C, E,
G) y presencia (B, D, F, H) de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en
ausencia y presencia de 2 (C-D), 20 (E-F) y 200 (G-H) uM de Bz. Se observa
severo dafio al colageno | en las vellosidades incubadas solo con el paréasito (B)
respecto a las vellosidades coridnicas controles (A). Las vellosidades coridnicas
incubadas en presencia de las distintas concentraciones de drogas, en ausencia
de parésitos (C, E, G) no se presentan mayores alteraciones en las fibras de
colageno, en cambio las vellosidades tratadas con Bz e incubadas con 10°
tripomastigotes de la cepa DM28c durante 24 horas (D, F, G) muestran sélo una
destruccion y desorganizacion parcial de colageno | en el tejido conectivo fetal.
Las vellosidades corionicas fueron procesadas mediante técnicas histolégicas
convencionales; el colageno | se identifico con la técnica histoquimica de picro rojo
sirio.
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Figura 9: Benznidazol no induce fragmentacion de DNA en explantes de
vellosidades cori6nicas

Se incubaron vellosidades corionicas sin parasitos (A-C) y con 2 (D-F), 20 (G-l) y
200 (J-L) pM de Bz, respectivamente durante 24 horas. No se observan
diferencias respecto a la induccion de células TUNEL + en las vellosidades
coridnicas tratadas con Bz (D-L) respecto a las controles (A-C). Las vellosidades
coriénicas fueron procesadas con el método de TUNEL (kit Promega) y la tincién
nuclear se reaizé con DAPI. A, D, G, J corresponden a contraste de fase; B, E, H,
K corresponde a tincion nuclear con DAPI; C, F, I, L corresponde a deteccion de
células TUNEL+.
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Figura 10: Trypanosoma cruzi induce fragmentacion de DNA en las
vellosidades corionicas, el que no es prevenido por Benznidazol

Vellosidades coriénicas humanas fueron incubadas durante 24 horas con 10°
tripomastigotes cepa DM28c (A-C) y en presencia de 2 (D-F), 20 (G-1) y 200 (J-L)
UM de Bz.. Las vellosidades coridnicas incubadas con el parasito y tratadas con
Bz muestran un aumento similar de las células TUNEL+ que las vellosidades
infectadas con el parasito. Las vellosidades corionicas fueron procesadas para el
método de TUNEL (kit Promega) y el contraste nuclear se realiz6 con DAPI. . A, D,
G, J corresponden a contraste de fase; B, E, H, K corresponde a tincién nuclear
con DAPI; C, F, |, L corresponde a deteccion de células TUNEL+.
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Figura 11: Benznidazol no induce un aumento de células TUNEL+, sin
embargo no es capaz de prevenir la induccién de células TUNEL+ en
vellosidades coridnicas incubadas con Trypanosoma cruzi

Vellosidades coridnicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia y
presencia de 10° tripomastigotes cepa DM28c y en ausencia y presencia de 2, 20
y 200 pM de Bz. Vellosidades coridnicas infectadas con el parésito sélo y en
presencia de Bz inducen un aumento estadisticamente significativo de células
TUNEL+, p=<0,05.
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Figura 12: Benznidazol y Trypanosoma cruzi no inducen lipoperoxidacion en
las vellosidades coriénicas humanas.

Las vellosidades coriénicas humanas incubadas en presencia y ausencia de 10°
tripomastigotes y con distintas concentraciones de Bz (2, 20 y 200 uM) no
presentan diferencias significativas entre las vellosidades coridnicas tratadas con
Bz respecto a las vellosidades corionicas controles o infectadas con el parasito. Se
utilizé Malondialdehido (MDA) como marcador de lipoperoxidaciéon. EI MDA fue
separado en una columna C-18 con una fase movil de 50% metanol y 50% de
tampon fosfato 25 mM pH 6,5. EI MDA fue evidenciado mediante un detector de
fluorescencia a 553 nm.
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Figura 13: El dafio tisular se debe tanto a la presencia de Trypanosoma cruzi
como al efecto téxico de Nifurtimox: Analisis histopatolédgico

Vellosidades coridnicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia (A, C, E,
G) y presencia (B, D, F, H) de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en
ausencia y presencia de 1 (C-D), 10 (E-F) y 100 (G-H) uM de Nx. Se observa un
severo dafio tisular en las vellosidades coridnicas incubadas sélo con el parasito
(B) respecto al control (A). Se observa destruccion y separacién del
sinciciotrofoblasto del tejido conectivo fetal vecino. El tejido conectivo fetal también
muestra un marcado dafio. Las vellosidades coridnicas incubadas con Nx en
distintas concentraciones en presencia o en ausencia del parasito (C-H)
evidencian un dafio tisular similar a las vellosidades incubadas sélo con el parasito
(B). Las vellosidades corionicas fueron procesadas mediante técnicas histologicas
convencionales y teflidas con hematoxilina eosina.
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Figura 14: La destruccion y desprendimiento del sinciciotrofoblasto en
vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con Trypanosoma cruzi se debe
tanto a la presencia del parasito como a Nifurtimox

Vellosidades coridnicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia (A, C, E,
G) y presencia (B, D, F, H) de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en
ausencia y presencia de 1 (C-D), 10 (E-F) y 100 (G-H) uM de Nx. Las vellosidades
coriénicas incubadas con 10° tripomastigotes cepa DM28c durante 24 horas y en
ausencia de tratamiento (B) muestran desprendimiento y destruccién del
sinciotrofoblasto respecto a las vellosidades coridnicas controles (A). En las
vellosidades coridnica incubadas con Nx 1, 10 y 100 uM en presencia y ausencia
de parasitos se evidencia un marcado dafio del sinciciotrofoblasto. Esto
evidenciado mediante la inmunodeteccion de lactégeno placentario humano
(marcador de sinciotrofoblasto). Las vellosidades cori6nicas fueron procesadas
mediante técnicas inmunohistoquimicas convencionales y la reaccion antigeno
anticuerpo fue revelado con DAB.
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Figura 15: La desorganizacion de colageno | en el tejido conectivo fetal en
vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con Trypanosoma cruzi se debe
tanto a la presencia del parasito como a Nifurtimox

Vellosidades coridnicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia (A, C, E,
G) y presencia (B, D, F, H) de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en
ausencia y presencia de 1 (C-D), 10 (E-F) y 100 (G-H) uM de Nx. Se observa una
severa desorganizacion de colageno | en las vellosidades incubadas solo con el
parasito (B) respecto a las vellosidades coridnicas controles (A). En las
vellosidades corionicas que fueron incubadas con las distintas concentraciones de
Nx (C, E, G) se evidencia una desorganizacién de colageno | similar a las
vellosidades coridnicas tratadas con Nx que ademds fueron incubadas con 10°
tripomastigotes durante 24 horas (D, F, G). El dafio observado en las vellosidades
corionicas tratadas sélo con Nx o en presencia de Nx y parasito (C-H) es similar al
dafio observado en las vellosidades infectadas s6lo con el parasito. Las
vellosidades coridnicas fueron procesadas mediante técnicas histoldgicas
convencionales; el colageno | se identifico con la técnica histoquimica de picro rojo
sirio.
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Figura 16: Nifurtimox no induce fragmentacion de DNA en explantes de
vellosidades cori6nicas

Se incubaron vellosidades corionicas sin parasitos (A-C) y con 1 (D-F), 10 (G-l) y
100 (J-L) pM de Nx, respectivamente durante 24 horas. No se observan
diferencias respecto a la induccion de células TUNEL + en las vellosidades
coridnicas tratadas con Nx (D-L) respecto a las controles (A-C). Las vellosidades
coriénicas fueron procesadas con el método de TUNEL (kit Promega) y la tincién
nuclear se reaiz6 con DAPI. . A, D, G, J corresponden a contraste de fase; B, E, H,
K corresponde a tincion nuclear con DAPI; C, F, I, L corresponde a deteccion de
células TUNEL+.
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Figura 17: Trypanosoma cruzi induce fragmentacion de DNA en las
vellosidades coridnicas, el que no es prevenido por Nifurtimox

Vellosidades coriénicas humanas fueron incubadas durante 24 horas con 10°
tripomastigotes cepa DM28c (A-C) y en presencia de 1 (D-F), 10 (G-1) y 100 (J-L)
UM de Nz.. Las vellosidades corionicas incubadas con el parasito y tratadas con
Nx muestran un aumento similar de las células TUNEL+ que las vellosidades
infectadas sélo con el parasito. Las vellosidades coriénicas fueron procesadas
para el método de TUNEL (kit Promega) y el contraste nuclear se realizd con
DAPI. . A, D, G, J corresponden a contraste de fase; B, E, H, K corresponde a
tincion nuclear con DAPI; C, F, I, L corresponde a deteccion de células TUNEL+.
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Figura 18: Nifurtimox no induce un aumento de células TUNEL+, sin embargo
no es capaz de prevenir la induccion de células TUNEL+ en vellosidades
coridnicas incubadas con Trypanosoma cruzi

Vellosidades corionicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia y
presencia de 10° tripomastigotes cepa DM28c y en ausencia y presencia de 1, 10
y 100 uM de Nx. Vellosidades corionicas infectadas con el parasito sélo y en
presencia de Nz inducen un aumento estadisticamente significativo de células

TUNEL+, p<0,001 (**)
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Figura 19: Nifurtimox y Trypanosoma cruzi no inducen lipoperoxidacién en
las vellosidades coridonicas humanas.

Las vellosidades coriénicas humanas incubadas en presencia y ausencia de 10°
tripomastigotes y con distintas concentraciones de Nifurtimox (1, 10 y 100 uM).
Solamente las vellosidades coridnicas tratadas, en ausencia del parasito, con la
mas alta concentracién de Nx ensayada (100 pM) presentan un aumento en la
produccion de MDA (p< 0,05)(*) respecto al control. Se utiliz6 Malondialdehido
(MDA) como marcador de lipoperoxidacion. El MDA fue separado en una columna
C-18 con una fase movil de 50% metanol y 50% de tampén fosfato 25 mM pH 6,5.
El MDA fue evidenciado mediante un detector de fluorescencia a 553 nm.
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Figura 20: Ninguna de las drogas es capaz de eliminar a Trypanosoma cruzi
en vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con el parésito:

Vellosidades coriénicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia (A) y
presencia (B-D) de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en presencia de 200
UM de Bz (C) o 100 uM de Nx (D). En todas las muestras que fueron incubadas
con el paréasito (B-D) es posible detectar antigenos parasitarios (Ac anti-
cruzipaina, dilucion 1:2000 v:v) a pesar de la incubacion con las concentraciones
mas altas de ensayadas de Bz (C) y Nx (D). Las vellosidades cori6nicas fueron
procesadas mediante técnicas inmunohistoquimicas convencionales y la reaccion
antigeno anticuerpo fue revelado con DAB.
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Figura 21: Benznidazol no elimina al parasito en las vellosidades coriénicas
humanas infectadas ex vivo con Trypanosoma cruzi

Vellosidades corionicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia Yy
presencia de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en ausencia y presencia de
2,20 y 200 pM de Bz. Se amplificaron fragmentos mediante la técnica de PCR del
gen codificante para la endonucleasa NL1Tc de T. cruzi, amplificando un
fragmento de 984 pares de bases. Los partidores usados fueron: Sentido 5°-
GGGGTACCATGGAGCCATTTACATGGCTG-3 y antisentido 5-
CCCAAGCTTTATAAGCGCTCTCGTGAAAGC-3". Los amplificados de DNA se
separaron en geles de agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de etidio. Carriles:
Marcador de peso molecular, 2) Control negativo PCR sin DNA molde, 3) DNA de
epimastigote, 4) DNA de placenta sana, 5) DNA de placenta infectada con 10°
tripomastigotes cepa DM28c, 6) DNA de placenta incubada con Bz 200 uM, 7)
DNA de placenta infectada con 10° tripomastigotes cepa DM28c e incubada con
Bz 2 pM, 8) DNA de placenta infectada con 10° tripomastigotes cepa DM28c e
incubada con Bz 20 pM, DNA de placenta infectada con 10° tripomastigotes cepa
DM28c e incubada con Bz 200 uM.
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Figura 22: Nifurtimox no elimina en las vellosidades cori6nicas humanas
infectadas ex vivo con Trypanosoma cruzi

Vellosidades corionicas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia Yy
presencia de 10° tripomastigotes de la cepa DM28c y en ausencia y presencia de
1,10y 100 puM de Nx. Se amplificaron fragmentos mediante la técnica de PCR del
gen codificante para la endonucleasa NL1Tc de T. cruzi, amplificando un
fragmento de 984 pares de bases. Los partidores usados fueron: Sentido 5°-
GGGGTACCATGGAGCCATTTACATGGCTG-3’ y antisentido 5-
CCCAAGCTTTATAAGCGCTCTCGTGAAAGC-3". Los amplificados de DNA se
separaron en geles de agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de etidio. Carriles:
Marcador de peso molecular, 2) Control negativo PCR sin DNA molde, 3) DNA de
epimastigote, 4) DNA de placenta sana, 5) DNA de placenta infectada con 10°
tripomastigotes cepa DM28c, 6) DNA de placenta incubada con Nx 100 puM, 7)
DNA de placenta infectada con 10° tripomastigotes cepa DM28c e incubada con
Nx 1 pM, 8) DNA de placenta infectada con 10° tripomastigotes cepa DM28c e
incubada con Nx 10 pM, DNA de placenta infectada con 10° tripomastigotes cepa
DM28c e incubada con Nx 100 puM.
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ANEXO 1

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 proyectode 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
nfeccion placentaria del parasito que causa la Enfermedad de Chagas.

El estudio incluird @ 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 infeccidn placentaria del
parasito que causa la Enfermedad de Chagas.

Riesgos: La donacién de la placenta no constituye riesgo alguno para Usted,
ya que después del parto este érgano 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 posterior e
independientes del parto.

Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberdn financiar
las hospitalizaciones, honoranos, 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 compensacién econdémica por su
participacion en el estudio
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Confidencialidad: Toda Iz informacién derivada de su parficipacion en este +
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
investigacién 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 posibles
complicaciones propias de su enfermedad y de su curso natural.

Derechos del participante: Si Ud. requiere cualquier ofra informacién sobre su
participacion 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 Institucién: 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 podkio 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 , [Fiema Fecha

1 & ' .

! [ ) ] t o ) s -
| s el ™ ' ‘ “ ” ‘ ,u“-« : é‘*é f//[
't%;uﬁ}iéﬁﬁmﬁo% a™ ' / rma / (F d/

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

' W UNIDAD DE BIOSEGURIDAD
%1 % | FACULTAD DE MEDICINA
# UNIVERSIDAD DE CHILE

Santiago, 30 de Abril 2008.-

Sefiores
PROGRAMA FONDECYT

PRESENTE
Estimados sefores

La Unidad de Prevencién 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™ edicion,1994" y * Manual de Normas de Bioseguridad, 2°® edicién
2008, Centro de Control y Prevencién de Enfermedades, CDC, 4° edicién, Manual Bioseguridad
en laboratorios , Organizacion 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 Prevencion 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. . '

Tomé conocimiento: ProfeshL/ ULM ‘é(g/%m%réf /(vﬁ.

* 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: biosequr@med uchile ¢l upr@med. uchile ¢l



ANEXO 3

L

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con facha 24 de Junio de 2008, el Comité de Etica de Investigacién en
Seres Humanos de I3 Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los
siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neumdlogo, Presidente

Sra. Marlanne Gaudlitz H., Enfermera, Mg Humanidades, Vicepresidente
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Plblica

Or. Leandro Biaginl, Médico Intemista

Dra. Lucia Cifuentes, Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz, Socidlogo, Mg Bioética

Sr. Claus Jahn, Repesentante de la Comunidad

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Pediatra Infectdlogo

Dr. Julio Pallavicini, Médico Psiquiatra

Ha revisado el Proyecto de Investigacion  titulado: "ENFERMEDAD DE CHAGAS:
MECANISMOS DE INFECCION E INVASION DE PLACENTA HUMANA CON
Trypanosoma cruzi.”

y cuyo investigador responsable es: Dra. Ulrike Kemmerling

Quien desempefa funciones en: Programa de Anatomia y Biologia del
Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

£l Comité reviso los siguientes documentos del estudio:

Proyecto de investigacion in extenso

Consentimiento informado

CV del investigador responsable y de los Co-investigadores

Carta de aceptacion de 1as autoridades de 3 institucion en que se reakzard

&/ estudio

o« Carta compromiso del investigador para comunicar lbs resultados del
estudio una vez finalizado éste.

Departamento de Bioctica y Humanidades Médicas
Teldfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: cetha@®med.uchile.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDECINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

El proyecto y los documentos sefialados en @ pérafo precedents han sido
analizados a la luz de los postulados de la Dedaracidn de Helsinki, de las Pautas
Eticas Intemacionales para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS
2002, y de las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de esta informacidn el Comité de Etica de la Investigacidn en
Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha
prommladodelasiguientemaneasobmlosaspectosdelprwectoquea
continuacidn se sefialan:

Este es un proyecto que tiene como objetivo estudiar los mecanismos de infeccion
e invasion de placenta humana con I'ypanasoma cruzi.

La investigadion no es terapéutica. La poblacién a estudiar no es cautiva. Se
Mﬁalasvdmtaiasthdebplaomtadspu&sddpMo.

Risgosyba\eﬁdoszﬂohaynesgosparalasmnasqmdmmwplmta.
Los beneficios estan en e estudio de la infeccion placentaria.

Protecddén de los partidpantes (asegurada por el consentimiento informado): La
proteccién de los participantes estd asegurada en el Consentimiento Informado,
voluntariedad, confidendalidad, no existe coercidn.

Notificacion oportuna de reacciones adversas: No es necesaria.

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

Por lo tanto, & comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado
¥ que no significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales
mayores que minimos.

Departsmento de Bloética y Humanidadles Médicas
Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.c!
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UNIVERSIDAD D€ CHILE
FACLILTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN 'SERES HUMANOS

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

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacién
ética para la realizacién del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del
protocolo.

)
Sra. Ma { Gaundl
7 Vicepredidenta
Comute de Etica én Investigacion
en Seres Humanos

25 JUN. 2006

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

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