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RESUMEN

La enfermedad de Chagas congénita es causada por el parasito hemoflagelado

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que alcanza al feto atravesando la barrera placentaria.

Los mecanismos de infeccién e invasion tisular del parasito T. cruzi son poco conocidos.
La invasion celular de T. cruzi induce la activacion de vias de transduccion de sefales,
las que se cuentan las vias PLC-y (Fosfolipasa C-y) y ERK1/2 (Sefial extracelular
regulada por quinasas) MAPK (Proteina quinasa activada por mitdgenos) en el
hospedero. La activacién de estas vias se relaciona con la infectividad del parasito. Para
estudiar la participacion de estas vias de transduccion de sefiales en la infeccion tisular,
se incubaron explantes de vellosidades coridnicas humanas sanas en presencia y
ausencia del parasito y en presencia y ausencia de inhibidores especificos de cada una
de las vias. La infeccion exitosa de los explantes de vellosidades coridnicas humanas fue
determinada por deteccion del parasito mediante PCR. Los efectos de la infeccion del
parésito respecto a la modulacién de las vias de transduccibn de sefiales se
determinaron mediante métodos de Western Blot e inmunofluorescencia. Bajas
concentraciones de T. cruzi inducen la activaciéon de las vias de transduccion de sefiales
PLC-y y ERK1/2 MAPK. Altas concentraciones de parasitos activan a la via PLC-y e
inhiben a la via ERK1/2 MAPK. Ninguno de los inhibidores de las vias de transduccién de
sefales fue capaz de impedir la infeccién ex vivo de las vellosidades coriénicas humanas

con T. cruzi.

Se concluye que ambas vias de transduccién de sefales son parte de una compleja

“estrategia” de invasién celular de T. cruzi.



SUMMARY

Congenital Chagas disease is caused by the hemoflagellated protozoan Trypansoma
cruzi (T. cruzi). This parasite is able to cross the placental barrier and infect the fetus.
The mechanism of tissue infection and invasion of the parasite are poorly understood.
During cell invasion, the parasite induces the activation of PLC-y (Phospholipase C-y)
and ERK1/2 MAPK (Extracellular regulated kinase, mitogen activated kinase) pathways
in the host cell. The activation of these pathways are related to the parasite’s infectivity.
The aim of this study was to determine the participation of these signal pathways during
T. cruzi tissue invasion.

Human placental chorionic villi explants were incubated in presence and absence of the
parasite as well as in presence and absence of specific inhibitors of each pathway. The
placental infection was confirmed by PCR. The participation of the signal transduction
pathway was determined by western blotting and immunofluorescence.

Low parasite concentration induces the activation of PLC-y y ERK1/2 MAPK pathways.
High parasite concentration also activates the PLC-y pathway, but inhibits the ERK1/2
MAPK pathway. None of the signal transduction inhibitors were able to impair the T. cruzi
ex vivo infection of the placental chorionic villi.

We conclude that both signal transduction pathways are part of a complex parasite cell

invasion “strategy”.



INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es producida por el protozoo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) del orden Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Este parasito presenta un ciclo de vida indirecto, que tiene a insectos
hematofagos (triatominos), como vector bioldgico, y como hospederos vertebrados a
mamiferos, incluido el hombre. En los Ultimos afos la transmision vectorial ha ido en
descenso debido a distintos programas de control de vectores. Asi, otras formas de
transmision, como la transmision congénita, han adquirido mayor importancia

epidemioldgica.

Durante la transmision congénita el parasito debe cruzar la barrera placentaria compuesta
por trofoblasto, tejido conectivo fetal y laminas basales que rodean al endotelio de los
vasos fetales y que separan al trofoblasto del tejido conectivo fetal. El modelo de infeccion
ex vivo de vellosidades cori6nicas placentarias con el parasito permite, ademas de
estudiar los mecanismos de transmision congénita, avanzar en el conocimiento sobre los

mecanismos de infeccién e invasion tisular en general del parasito.

En esta memoria de titulo se estudié la participacién de las vias de transduccion de
sefiales Fosfolipasa C gamma (PLC-y) y proteina quinasa activada por mitbgeno MAPK,
especificamente la via ERK1/2 MAPK (mitogen-activated protein kinases, serina-treonina
quinasas), en los distintos componentes tisulares de las vellosidades coriénicas
placentarias humanas durante la infeccion ex vivo con tripomastigotes de Trypanosoma
cruzi, relacionando la activaciéon de éstas vias con la infectividad del parasito. Se utilizaron
metodologias de Inmunofluorescencia y Western Blot para la deteccion de la participacion
de las vias de transduccion de sefales, asi como metodologias de biologia molecular

para detectar al parasito.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Chagas es producida por el protozoo hemoflagelado T. cruzi (Chagas,
1909), orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. El parasito presenta un ciclo de
vida indirecto y es transmitido por insectos hematéfagos triatominos. Esta enfermedad
esta presente en el continente americano desde mas de 9000 afos (Aufderheide et al.,
2004) y fue descrita por primera vez por el médico brasilefio Carlos Chagas (Chagas,
1909). Actualmente es una de las mayores preocupaciones en materia de salud publica
en América Latina (Coura, 2007), siendo después de la malaria, la enfermedad ligada a
vectores, de mayor prevalencia y mortalidad. La enfermedad se extiende desde el sur de
EE.UU, hasta el sur de Argentina y Chile (Figura 1).

Epidemiologia

En la actualidad, la enfermedad de Chagas afecta en el continente americano a
12.000.000 de personas aproximadamente; el principal vector doméstico, Triatoma
infestans, ha sido controlado a un nivel tal que practicamente no existe transmisién por su
intermedio en Uruguay desde 1997, Chile desde 1999 y Brasil desde el afio 2008; se ha
mejorado la calidad de la vivienda en zonas de endemia chagéasica y es asi como en

Chile, el “rancho chagasico” solo existe en forma aislada (Apt et al., 2009)

Actualmente, el nimero de nuevos casos por afio es de aproximadamente 41.200 a los
cuales la transmision congénita contribuye con aproximadamente 14.300 casos (World
Health Organization, 2007). Por ende, la transmision congénita adquiere cada vez mas
importancia epidemiolédgica, siendo ademas parcialmente responsable del fendomeno de la

“globalizacion de la enfermedad de Chagas” (Schmunis 2007).

Las tasas de incidencia de la enfermedad de Chagas se han mantenido relativamente
constante entre los afios 1995 y 2005 (Figura 2). En el dltimo informe del Ministerio de
Salud sobre la enfermedad de Chagas en Chile se concluye, que la notificacion de esta
patologia va en aumento, debido basicamente a dos factores: (1) la notificacion y tamizaje
en donantes son obligatorios desde el afio 1986 y 1996, respectivamente. (2) Mayor
interés en la patologia desde el afio 1991, ya que paises del Cono Sur han incentivado

diversos programas de control de transmision vectorial y transfusional (Olea, 1998).



En los paises latinoamericanos, los costos directos e indirectos, incluyendo el gasto del
tratamiento y la pérdida de productividad atribuible a la enfermedad de Chagas varian
desde 40 a 800 millones de délares por pais cada afio. Mas aun, en su conjunto,
Latinoamérica experimenta pérdidas econdmicas totales de 18.000 millones de ddlares
anuales como resultado de la temprana morbilidad y mortalidad asociada a esta patologia
(Parker y Sethi, 2011).

Las areas endémicas en Chile comprenden desde la Region de Arica y Parinacota a la
Region del Libertador Bernardo O’Higgins, incluyendo la Regién Metropolitana, donde
reside el 67% de la poblacion del pais. Aunque es una enfermedad de prevalencia rural y
periurbana, la poblacién expuesta en Chile corresponderia a 850.000 personas (Olea,
1998).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las tasas de mortalidad varian entre 8 y 12%
dependiendo del pais estudiado, la edad, estado fisiologico de los pacientes y modalidad
de tratamiento recibido (World Health Organization, 2002).

Debido al control de vectores (triatominos), los casos de enfermedad de Chagas nuevos
por afio en Latinoamérica han disminuido enormemente, desde aproximadamente
700.000 en el afio 1990 a 41.000 en el 2006. Sin embargo, los casos de Chagas
congénito en 2006 fueron 14.385, por lo que esta forma de transmision adquiere cada vez
mas importancia epidemiolégica, siendo parcialmente responsable de la globalizacién de
la enfermedad de Chagas (World Health Organization, 2007; Schmunis, 2007).

La “globalizacion de la enfermedad de Chagas” es un fendbmeno que se debe a la
migraciéon de individuos infectados desde paises endémicos por motivos econdémicos y/o
politicos hacia paises no endémicos, principalmente Estados Unidos y Espafia. Otros
paises afectados son Australia, Canada, Japén y algunos miembros de la Unién Europea
(Schmunis, 2007). Se estima que 300.000 personas infectadas viven actualmente en
Estados Unidos. En bancos de sangre de ese pais se han reportado, desde 2007 a la
fecha, 800 muestras positivas (Parker y Sethi, 2011). En Chile, se estima que 150.000

personas padecen de la enfermedad de Chagas (Apt et al., 2009)

Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi.
T.cruzi es un protozoo hemoflagelado con un ciclo de vida indirecto (Figura3), que
comprende a insectos hemato6fagos (triatominos) como vector biolégico, y a mamiferos,

incluido el hombre, como hospederos vertebrados.



Los principales triatdbminos vectores de T. cruzi en Sudamérica son Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus y Panstrongylus megistus (conocidos vulgarmente como vinchucas).
Ademaés de T. infestans (ciclo domiciliario), en Chile se encuentran Mepraia spinolai y
Mepraia gajardoi (ciclo silvestre) (World Health Organization, 2002). Se han descrito tres
ciclos de transmision de la enfermedad: doméstico, peridoméstico y silvestre (Amino et al.,
2002).

El ciclo doméstico es el de mayor relevancia para el hombre; se presenta en areas rurales
y periurbanas por la picadura de un insecto parasitado por T. cruzi. El 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 la piel y mucosas, facilitado por el rascado en la zona de la picadura
y por enzimas proteoliticas de la saliva del insecto (Amino et al., 2002). En el mamifero,
los tripomastigotes son fagocitados por macréfagos, diferenciandose a amastigotes, forma
de replicacion citoplasmatica obligada. Tras cierto numero de divisiones, los amastigotes
se diferencian a tripomastigotes, lisan las células infectadas, ingresan a la circulacion e
infectan a los distintos tejidos blanco, como miocardio, musculo esquelético, musculo liso
visceral, células de la glia del sistema nervioso central (Prata, 2001) y en caso de
embarazo también la placenta (Kemmerling et al., 2010). Cuando un insecto vector se
alimenta de un mamifero, los tripomastigotes sanguineos ingresan al tracto digestivo del
insecto y en su intestino medio se diferencian a epimastigotes, forma replicativa
extracelular. Los epimastigotes, a medida que avanzan en el tracto intestinal, se replican y
luego se diferencian a tripomastigotes metaciclicos, completando asi el ciclo de vida de T.
cruzi cuando el insecto vector se alimenta nuevamente de un mamifero (Figura 3) (Tylery
Engman, 2001). En el ciclo de transmision vectorial doméstico, perros y gatos son los
principales reservorios que contribuyen a la mantencién de la infeccién. En el ciclo de
transmision vectorial peridoméstico de la infeccion, los principales reservorios son
roedores domésticos, ganado caprino, bovino, equino y ovino. En el ciclo de transmision
vectorial silvestre o selvatico los principales reservorios son mamiferos del habitat
silvestre tales como perezosos, murciélagos, roedores, marsupiales, entre otros. Estos
animales, aunque de escaso acceso al humano, son los que permiten la mantencién del

T. cruzi e impiden la completa erradicacion del parasito (Tyler y Engman, 2001).



En el ciclo biologico del parasito, descrito mas arriba, se observan tres formas celulares
(Figura 4) caracterizadas por las posiciones relativas del flagelo, kinetoplasto y nucleo
(Prata, 2001):

Tripomastigotes: Células de aproximadamente 20 um 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 (Figura 4 A).

Epimastigotes: Células también de aproximadamente 20 um de largo, kinetoplasto
anterior al ndcleo 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 los epimastigotes ha permitido mantenerlos en cultivos axénicos (Figura 4
B).

Amastigotes: Células de aproximadamente 2 um de diametro, esféricas y con flagelo no
emergente. Se multiplica dentro de las células del hospedero mamifero (8 — 9 divisiones
celulares). Los amastigotes se diferencian a tripomastigotes y como tales lisan a la célula
del hospedero y son liberados al tejido y torrente sanguineo Los amastigotes pueden
cultivarse dentro de células musculares, fibroblastos y macroéfagos, de las que se pueden
obtener formas tripomastigotes infectivas (Morello et al., 1987; Burleigh y Andrews, 1995;
Yoshida, 2006; Duaso et al., 2010) (Figura 4 C).

Vias de transmisién

Ademas de la forma transmision vectorial, descrita mas arriba, existen otras formas de
contagio como las transfusiones sanguineas, responsables del 10% de los casos en
paises como EE.UU (Andrade y Andrews, 2005). El contagio también puede producirse
por trasplante de 6rganos. En regiones no-endémicas, como EE.UU, Canada y muchas
regiones de Europa, se han documentado algunos pocos casos de infeccion mediada por
transfusion sanguinea y trasplantes de 6rganos. Sin embargo, el nimero actual de casos
podria ser significativamente mayor debido al gran numero de inmigrantes provenientes
de paises latinoamericanos. (World Health Organization, 2007; Rassi et al., 2010). Otra
forma de contagio es a través de la ingesta de alimentos y bebidas contaminadas con
triatominos o sus excrementos (Jamison et al., 2006). Cabe destacar, que la transmisiéon

congénita adquiere cada vez mas importancia epidemioldgica, siendo ademas



parcialmente responsable del fendmeno de la “globalizacion de la enfermedad de Chagas”
(World Health Organization, 2007).

La probabilidad de contraer la enfermedad de Chagas esta directamente relacionada con
las condiciones de pobreza de la vivienda. Los triatominos se guarecen en grietas y
tejados, por lo cual viviendas construidas en forma precaria resultan ideales para este
insecto (World Health Organization, 2002). La constante migracion campo-ciudad que ha
aumentado en los ultimos 40 afios, ha cambiado el modelo epidemioldgico clasico de la
enfermedad de Chagas asociada a viviendas rurales, convirtiéndola en una enfermedad
rural y urbana (World Health Organization, 2002).

Curso clinico de la Enfermedad de Chagas
La enfermedad de Chagas presenta tres fases clinicas, con diferentes signos y sintomas
(Teixeira et al., 2011):

Fase aguda

Esta fase comienza inmediatamente después del ingreso del parasito, si es a través de la
piel, genera una reaccion inflamatoria llamada “chagoma”; en la conjuntiva ocular
presenta un edema bipalpebral unilateral o signo de Romafia. El periodo de incubacion
demora alrededor de 72 horas, se caracteriza por una elevada parasitemia, debido a la
intensa multiplicacion parasitaria en células presentadora de antigenos y la posterior
liberacion de tripomastigotes a la circulacion periférica. Los pacientes pueden presentar (<
5% de los casos) manifestaciones de infeccion generalizada tales como fiebre, anorexia,
mialgia, vomitos, diarrea, linfoadenopatias regionales, hepatomegalia y esplenomegalia
moderada, apatia, convulsion y miocarditis. Esta sintomatologia es mas frecuente en
nifios. La muerte en la fase aguda de la enfermedad no supera el 10% de los casos y es
causada por miocarditis 0 meningoencefalitis, con complicaciones concurrentes como

bronconeumonia (Teixeira et al., 2011).

Fase de latencia o indeterminada

Los casos de infeccién aguda que no presentan manifestaciones clinicas pasan a una
fase de latencia que puede extenderse por meses e incluso afios. Esta fase ha sido
definida en base a los siguientes criterios: Test seroldgico positivo para 1gG y/o hallazgo
de parasitos, ausencia de signos y sintomas de la enfermedad de Chagas, ausencia de
anormalidades al electrocardiograma, morfologia cardiaca, esofagica y colénica normal al

examen radiolégico (Teixeira et al., 2011). En esta fase los parasitos raramente pueden
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ser detectados en circulacién sanguinea, ya que el grado de parasitemia es bajo (Soares
et al., 2001).

Aproximadamente 12 millones de latinoamericanos permaneceran en esta fase, de los
cuales el 70% de los infectados no muestran ninguna manifestacion detectable de la
enfermedad de Chagas. (Teixeira et al., 2011). Se considera que un paciente que esta en
la fase indeterminada no muere por causa de la enfermedad de Chagas. (Rassi et al.,
2010)

Fase cronica

La fase cronica puede manifestarse afios 0 décadas después de la infeccion inicial. En
areas endémicas, entre el 15 y 20% de los pacientes manifiestan la fase croénica, la que
se asocia a la presencia de megacolon y megaeséfago producto de la denervaciéon del
sistema nervioso autbnomo ademas de arritmia cardiaca y cardiomegalia con insuficiencia
progresiva (Prata, 2001; Teixeira et al.,, 2006). Estas patologias se asocian a un gran
impacto negativo en la capacidad laboral del individuo (Parker y Sethi, 2011). 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 reinfeccién, estado
inmunolégico del hospedero y tipo de vector (Coura, 2007).

Enfermedad de Chagas congénita

La infeccion congénita por T. cruzi se asocia a partos prematuros, bajo peso al nacer,
abortos y nacidos muertos (Carlier, 2005). Se estima que el 50% de los recién nacidos
prematuros de madres con enfermedad de Chagas mueren. La fisiopatologia de la
infeccién congénita es poco conocida (World Health Organitation, 2007; Kemmerling et al.,
2010). Se ha sugerido que el parasito alcanza al feto via sanguinea, atravesando la
barrera placentaria. Se postula que la enfermedad de Chagas congénita deriva de una
compleja interaccion entre la respuesta inmune materna, factores placentarios y

caracteristicas del parésito (Carlier, 2005; Kemmerling et al., 2010).

Placenta

La placenta es el lugar principal de intercambio de nutrientes y gases entre la madre y el
feto (Moore y Persaud, 2004; Syme et al., 2004). Se compone de una porcion fetal
desarrollada a partir del corion frondoso y una porcién materna o decidua basal que

procede del endometrio (Moore y Persaud, 2004; Cross, 2006). Esta barrera se compone
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hasta las 20 semanas del trofoblasto (epitelio bi-estratificado compuesto por:
sinciciotrofoblasto y citotrofoblasto), tejido conectivo fetal de las vellosidades coridnicas
libres y endotelio de los capilares fetales ademas de las ldminas basales presentes entre
los distintos compartimentos tisulares. Posterior a las 20 semanas la placenta sufre
adaptaciones que mejoran el intercambio metabdlico, las células del citotrofoblasto
disminuyen, los nucleos del sinciciotrofoblasto se acumulan formando nodos y los
capilares fetales se acercan al trofoblasto (Figura 5). Esta re-estructuracion favorece el
intercambio metabdlico por la formacion de delgadas zonas citoplasmaticas sin nucleos y
de esta manera la membrana placentaria se transforma en una barrera de menor grosor
(Moore y Persaud, 2004; Kemmerling et al., 2010). La 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 (Moore y Persaud,
2004).

Se han descrito diversos agentes patdgenos que son capaces de atravesar la barrera
placentaria e infectar tanto a la placenta como al feto humano. Entre estos se cuentan
virus de la inmunodeficiencia adquirida humana (HIV), hepatitis B y 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). También se han descrito
enfermedades parasitarias, ademas de T. cruzi, entre éstas destacan las infecciones por
Plasmodium falciparum, agente causal de la malaria (Desai et al., 2007; Rogerson et al.,
2007), Schistosoma (Friedman et al., 2007), Toxoplasma gondii (Correa et al., 2007) y

Trypanosoma brucei (Rocha et al., 2004).

Diagnoéstico de la enfermedad de Chagas Congénita
Actualmente, solo la deteccion directa del parasito es usada para confirmar la infeccion al

nacimiento (Mallimaci et al., 2010).

El método de eleccion para identificar la infeccién congénita es la técnica del hematocrito
debido a su sensibilidad y a la pequefia cantidad de sangre necesaria. El examen
microscopico de la sangre del corddén o de la sangre periférica del nifio mediante esta
técnica es recomendado durante el primer mes de vida. En centros especializados,
ensayos basados en amplificacion de DNA parasitario mediante PCR también puede ser
usado por diagnostico temprano de la infeccion congénita. La sensibilidad del PCR

pareciera ser mayor que la examinacion microscopica directa (Carlier y Truyens, 2010).
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Si el resultado es repetidamente negativo o si el test no fue hecho durante la vida
temprana, el nifio debe ser examinado por serologia convencional para buscar
anticuerpos IgG anti-T. cruzi preferentemente desde la edad de 9 meses, ya que la
desaparicion de los anticuerpos maternos permite el diagnéstico de la infecciébn congénita
(Mallimaci et al., 2010).

Infeccion ex vivo de vellosidades coridnicas placentarias humanas con T. cruzi

La induccion de alteraciones celulares durante la infeccion con T. cruzi ha sido estudiado
principalmente en cultivos de células de mamifero. En nuestro laboratorio hemos
establecido un modelo de infeccion ex vivo de explantes de vellosidades coridnicas
humanas, en el cual se pueden estudiar los mecanismos de infeccién tisular del parasito
(Duaso et al., 2010, Duaso et al., 2011a).

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

La penetracion de T. cruzi a las células del hospedero ocurre a través de un proceso
complejo, de varias etapas, que involucra a moléculas del parasito y del hospedero. La
union del parasito a las células del hospedero es mediada por receptores. T. cruzi posee
una serie de moléculas de superficie que interactian diferencialmente con receptores de
las células y con moléculas de la MEC de tejidos del hospedero. Durante la invasion
celular se activan diferentes vias de transduccion de sefales tanto en la célula que es

infectada como en el mismo parasito (Yoshida, 2006).

Mecanismos de activacion de vias de transduccién de sefiales

La invasion celular de T. cruzi induce sefiales de Ca?* y activacion de vias de
transduccion de sefales, tanto en el parasito como en el hospedero (Yoshida, 2006). La
capacidad del parasito de activar distintas vias de transduccion de sefales y generar

sefiales de Ca** en el hospedero se relaciona con su infectividad (Yoshida, 2008).

Entre las vias de transduccion de sefales que son activadas por T. cruzi, durante el

proceso de invasion celular, se han descrito vias de proteina tirosina-quinasa (PTK),
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proteina quinasa B (PKB/Akt), proteina quinasa C (PKC), PLC y MAPK (Burleigh y
Woolsey, 2002; Mott et al., 2009)

La activacion de la via de transduccion de sefiales PLC, especificamente la via
Fosfolipasa C gamma (PLC-y), es una de las vias de transduccion de sefiales mas
importante durante el proceso de invasion celular del parasito, ya que genera Inositol-3-
fosfato (IP3), lo que lleva a una liberacién de Ca** desde depositos intracelulares (Yoshida,
2006) (Figura 6). Este aumento de Ca?* induce el reclutamiento y fusién a la membrana
plasmatica de lisosomas al sitio de invasion del parasito, ademas de una desorganizacion
del citoesqueleto causada por una depolimeracion de los filamentos de actina (Yoshida,
2006; 2008).

La proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) (Mitogen Activated Protein) ERK
(Extracellular Signal Regulated Kinases) es una proteina serina-treonina quinasa que es
regulada por el microambiente celular (Li et al., 2003; Vincent et al., 2004). Es parte de un
sistema de tres proteinas llamado mitogen-activated protein kinase module (MAP kinase
module) (Figura 7). Los tres componentes de este sistema forman un modulo de
sefializaciéon funcional que ha sido altamente conservado, desde levaduras hasta
humanos. El “MAPK module” se activa en conjunto con otras vias de transduccion de
sefiales en muchos distintos contextos de sefializacion celular. Los tres componentes son
proteina quinasas; la quinasa final en la serie es MAPK. El siguiente rio arriba es MAP
quinasa quinasa (MAPKK): éste se fosforila y asi activa a MAPK. Y el siguiente rio arriba
de MAPKK es MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK): el que se fosforila y activa
MAPKK (Alberts et al., 2008).

En el tejido cardiaco se ha descrito la activacién de una de las vias de las MAPK,
especificamente la via ERK1/2 MAPK. Se ha postulado, que esta activacion es
parcialmente responsable del cambio de un crecimiento hipertréfico, a un crecimiento
hiperplasico en los cardiomiocitos (Nagajyothi et al.,, 2006). La activacion de ERK1/2
MAPK también se ha observado en células musculares lisas, células endoteliales
(Mukherjee et al., 2004) y macrofagos (Villalta et al., 1998). En cardiomiocitos y células
endoteliales de vasos sanguineos cardiacos, la activacion de ERK1/2 MAPK induce un
aumento en los niveles proteicos de ciclina D1, induciendo proliferacion celular. En células
musculares lisas, también se induce proliferacion celular por la activacion ERK1/2 MAPK-

ciclina D1 (Mukherjee et al., 2004). Por otra parte, en células PC12 la glicoproteina
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parasitaria de superficie, transialidasa, induce la diferenciacién hacia un fenotipo neuronal
via MAPK/ERK (Chuenkova y Pereira, 2001). En macrofagos también se activa ERK1/2
MAPK. En estas células, la endocitosis del parasito en estas células es inhibida por
inhibidores especificos de estas quinasas. Por lo tanto, la activacion de esta via
participaria tanto en la internalizacion del parasito a los diferentes tipos celulares, como en

la induccion de proliferacion y diferenciacion celular (Villalta et al., 1998).

La infeccidn ex vivo de vellosidades coridnicas, induce alteraciones tisulares importantes
(Duaso et al., 2010). Es esperable que en una invasion celular parasitaria exitosa de las
vellosidades coridénicas humanas, se active tanto la via de PLC-y como la de ERK1/2
MAPK. Se seleccion6 la PLC-y, debido a que participa en la generacién de sefales de
Ca?" en las células de hospedero mantenidas en cultivo, lo que se ha relacionado con la
infectividad del parasito (Yoshida, 2006; 2008). Por otra parte, la activacion de ERK1/2
MAPK en células en cultivo infectadas con T. cruzi se relaciona tanto con la
internalizacién celular del parasito, como con la induccion de proliferacion y diferenciacion
celular en el hospedero (Mukherjee et al., 2004; Nagajyothi et al., 2006; Yoshida, 2008).

En base a los antecedentes es esperable que durante la infeccion ex vivo de explantes de
vellosidades coridnicas se activen tanto la via de transduccién de sefiales PLC-y como la
via ERK1/2 MAPK.
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HIPOTESIS

Las vias de transduccién de sefiales PLC-y y ERK1/2 MAPK son activadas en los distintos
componentes tisulares de las vellosidades coribnicas placentarias humanas durante la

infeccidn ex vivo con tripomastigotes de Trypanosoma cruzi.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion de las vias de transduccion de sefiales PLC-y y ERK1/2 MAPK

como parte de los mecanismos de invasion e infeccion de T. cruzi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar en explantes de vellosidades coridnicas humanas infectadas ex vivo
con tripomastigotes de T. cruzi la activacion de las vias de transduccién de sefales
PLC-yy ERK 1/2 MAPK

2. Determinar en explantes de vellosidades coribnicas humanas infectadas con
tripomastigotes de T. cruzi la infectividad parasitaria mediante el uso de inhibidores

especificos para las vias de transduccion de sefiales PLC-y y ERK1/2 MAPK.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares: Células VERO® (fibroblastos de rifidn de mono verde africano,
(ATCC® CCL-81)) fueron sembrados en frascos de cultivo de 25 cm? a una densidad de
4.000 células/cm? en medio RPMI suplementado con bicarbonato de sodio 0,22%,
estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 pg/ml y suero fetal bovino (SFB) al 10% para
crecimiento o al 5% para mantenimiento. Las células fueron cultivadas a 37°C en una
atmaosfera himeda con 5% CO,, substituyendo el medio cada 24 a 48 horas. (Salas et al.,
2008)

Obtencién de formas infectivas de T. cruzi: Células VERO® en semiconfluencia (70-
80%) fueron inoculadas con 1-2 ml de cultivo de epimastigotes cepa Dm28c envejecido
(fase estacionaria). Este cultivo presenta aproximadamente un 5% de la forma infectiva
tripomastigote. Los tripomastigotes invaden a las células VERO®, se diferencian
intracelularmente en amastigotes y como tales proliferan; después de 4 o 5 dias se
diferencian nuevamente a tripomastigotes, lisan las células VERO® y son liberados de
esta manera al medio de cultivo. Se colect6 el medio de cultivo 4-5 dias después de la
inoculacion con el medio de epimastigotes envejecido y se centrifugd a 500 x g por 5
minutos para separar las células en suspension. El centrifugado se dejé en reposo
durante 30 minutos a 37°C de modo que los tripomastigotes asciendan hacia el
sobrenadante. Este sobrenadante fue recolectado y centrifugado a 3000 x g durante 10
minutos a fin de obtener en el sedimento las formas infectivas de T. cruzi. Los
tripomastigotes fueron re-suspendidos en medio RPMI y el nimero de células fue

determinado mediante conteo en una cadmara de Neubauer. (Vieites et al., 2009)

Obtencién de placentas: Se obtuvieron 27 placentas de término del Servicio de
Obstetricia y Ginecologia del Hospital San José, Servicio de Salud Metropolitano Norte.
Los procedimientos de obtencion 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).

Las placentas fueron obtenidas en alumbramientos por cesarea para asegurar la asepsia
y preservacion de las muestras. Las placentas provenian de madres sanas con
embarazos monogestacionales y fetos con crecimiento normal. Los criterios de exclusion
para la obtencién de placentas fueron cualquier patologia materna, fetal o placentaria. Los

organos se recogieron en tampoén fosfato salino pH 7,2 (PBS: NaCl 135 mM, KCI 2,7 mM,
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Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,8 mM) estéril a 4°C y fueron procesados durante los 30
minutos siguientes al alumbramiento. Se disecaron cotiledones a 5 cm de la insercion del
corddén umbilical cuyas caras placentarias maternas y fetales fueron desechadas. Se
obtuvieron trozos de tejido de vellosidades coriénicas de aproximadamente 0,5 cm?® del
centro del cotileddn, los cuales fueron lavadas al menos 5 veces con PBS e incubadas en
medio RPMI suplementado con antibiéticos y 10% suero fetal bovino inactivado (Lin et al.,
2004, Duaso et al., 2010).

Infeccion ex vivo de vellosidades coridnicas con T. cruzi: Las vellosidades corionicas
fueron incubadas en presencia y ausencia de tripomastigotes de la cepa Dm28c
(concentraciones de 1X10° y 1X10° por ml tripomastigotes) durante 24 horas en medios
de cultivo RPMI suplementado con SFB inactivado y antibidticos. Las vellosidades
coribnicas controles se mantuvieron en las mismas condiciones, sin pardsitos.
Adicionalmente las vellosidades corionicas fueron incubadas en presencia y ausencia de
inhibidores de las vias de transduccion de sefiales: U-73122 (100uM) para PLC-y y
UO126 (10uM) para ERK1/2 MAPK. Posteriormente las vellosidades coriénicas fueron

procesadas para los estudios microscoépicos, bioquimicos y de biologia molecular.

Determinacién de la infeccidn con T. cruzi de las vellosidades coriénicas por PCR:
Las muestras de las vellosidades corionicas incubadas en presencia y ausencia del
parasito, ademas de en presencia y ausencia de inhibidores de las vias de transduccion
de sefales: U-73122 para PLC-y y UO126 para MAPK ERK1/2, se lavaron al menos 10
veces en PBS, posteriormente se extrajo el DNA gendmico con el kit WizardGenomic®
(Promega) segun indicaciones del fabricante: El tejido fue homogenizado a 4°C en 600
de solucion de lisis de nucleos. El homogenado fue incubado a 65° C por 20 minutos,
posteriormente se agreg6é 3 pl de RNAasa para ser incubado a 37° C por 20 minutos y
enfriada a temperatura ambiente. Luego se precipitaron las proteinas del homogenado
mediante 200 pul de solucién para precipitacion de proteinas y un centrifugado a 15000 x g
por cuatro minutos. Se recolect6 el sobrenadante, el cual se agregé a un tubo con 600 pl
de alcohol isopropilico a temperatura ambiente. El contenido del tubo fue mezclado por
inversion y centrifugado a 15000 x g por 1 minuto, el sobrenadante fue recolectado y se
agreg6 a un tubo con 600 pl de etanol. El contenido del tubo fue mezclado por inversion,
centrifugarlo a 15000 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 500 ul de solucién de hidratacion de

DNA mediante incubacién por una hora a 65° C.
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La concentracion de DNA se determiné en un fluorémetro (Qubit®, Invitrogen) mediante el
kit Quant-iT™ds DNA BR Assay segun indicaciones del fabricante. Se amplificé un
fragmento de 384 pares de bases correspondiente a DNA de minicirculos de T. cruzi
(Zulantay et al., 2004). Las secuencias de los partidores usados fueron

S35: 5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCAT-3';
S36: 5-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3..

Para un volumen total de de 50 pL se mezclaron 500 picogramos de DNA gendmico,
25uL de SapphireAmp ® Fast PCR Master Mix (Takara Bio Inc., Japon) y 10 nanomol de
cada uno de los partidores. Los ciclos termales fueron: 2 ciclos de denaturacion de 1 min
a 98°C y 2 minutos a 64°C, seguidos de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C y 1 minuto a 64°C.
La extensidn final fue de 10 min a 72°C. Los amplificados de DNA se separaron en geles
de agarosa al 1% preparados en tampo6n Tris-borato-EDTA y se tifieron con la tincién de
acidos nucléicos GelRed® (Biotium, EE.UU.).

Deteccién de la activacion de PLC-y y ERK1/2 MAPK mediante Western blot: Las
vellosidades coriéncas fueron homogenizadas en 700 uL de buffer de lisis (Tris 10 mM pH
8,0; SDS 1% plv, en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete Mini
(Roche®)) e inhibidores de fosfatasas (Phosphatase inhibitor Cocktail 2 (Sigma-Aldrich®))
en un homogenizador Potter-Elvejem a 4°C (Kemmerling, et al., 2007). Posteriormente las
muestras fueron agitadas en frio durante 15-20 minutos y luego centrifugadas a 15.000 x
g por 15 minutos. La concentracion de proteinas se determind en un fluorémetro (Qubit®,
Invitrogen) mediante el kit Quant-iT proteinAssay, segun indicaciones del fabricante. Los
sobrenadantes de los lisados tisulares fueron diluidos en un buffer de carga denaturante
(glicerol 10%, dodecil sulfato de sodio (SDS) 4,5%, B-mercaptoetanol 5%, 62,5 mM Tris-
HCL (pH 6,8) 1,5 mM EDTA 'y 0,1% azul de bromofenol) y hervidos durante cinco minutos.
Las proteinas fueron separadas en geles por SDS-PAGE al 8% para PLC-y y 10% para
ERK 1/2 MAPK, luego transferidas a membranas de nitrocelulosa (BioRad®) para P-PLC-
v y membranas de PDVF (Milipore Corp.®) para P-ERK, durante tres horas a 100 mA. Se
utilizaron 50 pg de proteinas para la deteccion de P-PLC-y y PLC-y, y 30 ug de proteinas
para la deteccion de P-ERK 1/2 y ERK1/2. Las membranas fueron bloqueadas durante
dos horas a temperatura ambiente en buffer Tris Salino (TBS) (50 mMTris.HCI, pH 7.4,
150 mMNacCl), Tween® (0,1%) con leche BioRad® al 5% para P-PLC-y; y dos horas a
temperatura ambiente en buffer Fosfato Salino (PBS: NaCl 135 mM, KCI 2,7 mM,
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Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM) con albumina de suero bovino BSA al 5%. Luego
fueron lavadas tres veces por 10 minutos en PBS 0,05% Tween® (PBST) para evitar
marcas inespecificas en ERK1/2 MAPK y sin lavados para P-PLC-y y PLC-y.
Posteriormente las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario Phospho-
PLC-y1l (Tyr783, CellSignaling®) o P-ERK1/2 MAPK (sc-16982, Santa Cruz®) durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las membranas fueron lavadas tres veces durante 5
minutos con TBST 0,1% para P-PLC-y y tres veces durante 10 minutos con PBST 0,05%
para P-ERK 1/2 e incubadas con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
durante 60 minutos. Las proteinas inmunoreactivas fueron detectadas mediante
guimioluminiscencia, segun las instrucciones del fabricante (AmershamBiosciences®).
Después de detectar la forma activa (fosforilada) de la proteina P-PLC-y o P-ERK1/2, las
membranas fueron incubadas en una solucién de “stripping” (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8,
2% SDS y 50mM [B-mercaptoetanol) a 50°C durante 30 minutos. Posteriormente las
membranas fueron lavadas tres veces durante 10 minutos con TBST 0,1% para PLC-y y
tres veces durante 10 minutos con PBST 0,05% para ERK 1/2, blogueadas en TBST 0,1%
BSA al 5% para P-PLC-y y PBS-BSA al 5% para P-ERK, incubadas con el anticuerpo
primario para las formas no fosforiladas de PLC-y (sc-7290, Santa Cruz®) y ERK1/2
MAPK (sc-1647, Santa Cruz®) durante toda la noche a 4°C (Kemmerling, et al., 2007) El
tratamiento para la deteccion de la inmunoreactividad de estas proteinas fue el mismo que

el descrito mas arriba.

Las peliculas fueron digitalizadas en un sistema automatico de barrido y se utilizd el
programa ImageJ para el andlisis densitométrico de las bandas. Los resultados se
expresaron como la razén de anti-P-PLC-y/PLC-y o0 anti-P-ERK 1/2 /ERK 1/2.

Se normalizaron a 1 los valores de la razén P-PLC-y/PLC-y 6 P-ERK 1/2/ERK1/2 de los
controles en los distintos blots en cada experimento y se expresaron los datos de las

distintas condiciones experimentales en relacion con sus controles respectivos.

Deteccidn de la activacion de PLC-y y ERK1/2 MAPK mediante Inmunofluorescencia:
Las vellosidades coridnicas fueron fijadas durante 24 horas en formaldehido 4%
preparada en un tampon fosfato pH 7,3. Posteriormente fueron lavadas en agua corriente
durante 2 horas, deshidratadas mediante inmersién 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 (Kiernan, 2008;
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Bancroft y Gamble, 2008). Posteriormente se obtuvieron cortes de 5 um de espesor, éstos
fueron colocados en portaobjetos silanizados con carga positiva (Superfrost® plus,
ThermoScientific). Posteriormente los cortes 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 (Kiernan, 2008). Los
cortes desparafinados fueron incubados con una solucién de Cloruro de Amonio 25mM
por 10 minutos, luego lavado 3 veces con PBS 5 minutos cada vez, incubado con
“bloqueador de reacciones inespecificas” (Pro-Blok (ScyTek, ACA)) por 30 minutos, luego
lavado 3 veces con PBS 5 minutos cada vez y posteriormente incubados con suero
normal equino R.T.U al 2,5% (ScyTek, ACA) por 20 minutos. El anticuerpo primario anti-P-
PLC-y (sc-12944, Santa Cruz®) fue utilizado en una concentracion de 1:25 v/v durante
toda la noche a 4°C y anti-P-ERK1/2 MAPK (sc-16982, Santa Cruz®) se utilizé6 en una
concentracion de 1:50 v/v durante 2 horas a 37°C de temperatura. Posteriormente, las
muestras fueron lavadas 3 veces con PBS por 5 minutos cada vez, e incubadas con
anticuerpo  secundario  fluorescente  (1:400 v/v)  (DyLightTM488-conjugated
AffiniPureDonkey Anti-GoatlgG (H+L) Jackson Inmuno Research Laboratories, INC.®)
durante 1 hora y lavadas con PBS como se explica mas arriba. Luego las muestras fueron
tefiidas 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, selladas con esmalte de
uflas y montadas con medio para fluorescencia (VECTASHIELD® VECTOR (ScyTek,
ACA)). Los controles negativos de la técnica inmunofluorescencia fueron realizados
mediante la sustitucion de los anticuerpos primarios con PBS. Todo el proceso fue
realizado en una camara humeda y en ausencia de luz. Las muestras fueron observadas
en un microscopio de epiflurescencia Nikon Eclipse E400 (Tokio, Jap6n) y las imagenes
fueron capturadas con una camara Nikon Digital Sight y procesadas con los “software”
NIS-Elements F 3.0 e ImageJ 1.43.

Andlisis estadistico: Los resultados fueron expresados en promedio mas desviacion
estandar. La significancia de las variables mdultiples fue evaluada mediante ANDEVA

seguido por “Dunnett’s post test” (Kemmerling et al., 2007).

Se utiliz6 el programa computacional GraphPad Software PRISM 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, EE.UU.). Se consider6 un p <0,05 como estadisticamente

significativo.
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Bioseguridad: El laboratorio cuenta con los requerimientos basicos de Bioseguridad,
certificado por la "Unidad de Prevencién de Riesgos y Bioseguridad de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Chile" (anexo 2).
Las formas infectivas del parésito fueron manipuladas por la profesora guia.

Bioética: Este estudio cuenta 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

La invasién celular de T. cruzi induce sefiales de Ca?' y activacion de vias de
transduccién de sefales, tanto en el parasito como en el hospedero (Yoshida, 2006).
Entre las vias de transduccién de sefiales que son activadas por T. cruzi, durante el
proceso de invasion celular, se han descrito PLC y MAPK (Burleigh y Woolsey, 2002; Mott
et al., 2009).

T. cruzi induce la activacion de la via PLC-y en vellosidades cori6nicas placentarias

humanas infectadas ex vivo

Vellosidades coriénicas humanas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C, en
presencia y ausencia de 10° y 10° tripomastigotes de la cepa Dm28c y en presencia y
ausencia del inhibidor especifico de PLC-y (U73122 (100uM)). La fosforilacién de esta via
de transduccion de sefales fue determinada mediante Western blot e

inmunofluorescencia.

En la figura 8 se observa un aumento significativo en los niveles de fosforilacién de PLC-y
en las vellosidades incubadas con 10° (p<0,001) y 10° (p<0,05) tripomastigotes con
respecto al control. Adicionalmente en las vellosidades incubadas con el inhibidor
especifico de P-PLC-y (U73122) o en las incubadas con el inhibidor y parasitos se
observa una inhibicién significativa (p<0,001) de la fosforilacion respecto al control (Figura
8).

Estos resultados observados mediante Western blot fueron confirmados mediante
inmunofluorescencia. Se observa un franco aumento de la inmunoreactividad para P-PLC-
y en las vellosidades incubadas con 10° y 10° tripomastigotes (Figura 9, G-lI; M-O)
respecto al control (Figura 9, A-C) o en presencia del inhibidor (Figura 9, D-F; J-L; P-R)).
La localizacion de la inmunoreactividad se observa tanto en células del trofoblasto como
en las del tejido conectivo fetal. Por lo tanto, la activacién de la via PLC-y, determinada
previamente en cultivos celulares, también se observa en el tejido placentario. Se
concluye que la activaciéon de la via PLC-y es importante tanto para la invasion celular

como tisular.

T. cruzi induce la modulacién de la via ERK1/2 MAPK en vellosidades coridénicas

placentarias humanas infectadas ex vivo
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Vellosidades coridnicas humanas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C, en
presencia y ausencia de 10° y 10° tripomastigotes de la cepa Dm28c y en presencia y
ausencia del inhibidor especifico de ERK (UO126 (10uM)). La fosforilacion de esta via de

transduccion de sefales fue determinada mediante Western blot e inmunofluorescencia.

Se observé un aumento significativo (p< 0,01) en los niveles de fosforilacién de ERK 1/2
MAPK en las vellosidades coridnicas tratadas con 10° parasitos respecto al control o
respecto a las vellosidades incubadas soélo con el inhibidor o con los parasitos y el
inhibidor (Figura 10). Por el contrario, las vellosidades incubadas con 10° tripomastigotes
presentaron menores niveles de fosforilacion de estas quinasas (Figural0) comparadas a
los controles. Los niveles de fosforilacion en presencia de 10° parasitos son similares a los
niveles de fosforilacion en presencia del inhibidor y menores que los controles (Figura
10).

Estos resultados también fueron confirmados mediante inmunofluorescencia. Se observa
un franco aumento de la inmunoreactividad para P-ERK MAPK en las vellosidades
incubadas con 10° tripomastigotes (Figura 11, G-I) respecto al control (Figura 11, A-C) o
en presencia del inhibidor (Figura 11, D-F; J-L; P-R). Vellosidades incubadas con la
concentracion mas alta de pardsitos no presentan aumento de la inmunoreactividad para
la P-ERK1/2 MAPK (Figura 11, M-O).

La activacion de la via MAPK durante la infeccion parasitaria ha sido descrita en diversos
tipos celulares; en este estudio se confirman estos resultados pero a nivel tisular.
Probablemente la activacién de la via ERK1/2 MAPK con baja concentracién de parasitos
esté relacionada a los mecanismos de invasion, asi como a respuestas de reparacion en
el tejido afectado. Por otra parte, la inhibicion de esta via en las vellosidades incubadas
con una mayor concentracion parasitaria podria estar relacionada con el mayor dafio
tisular observado en esta condicién experimental donde los procesos de degradacion

tisular y muerte celular son predominantes (Duaso et al., 2010).
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La inhibicién de las vias de transduccion de sefiales PLC-y o ERK1/2 MAPK no
impide la infeccién ex vivo de explantes de vellosidades coribnicas placentarias

humana con tripomastigotes de T. cruzi.

Vellosidades coridnicas humanas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C, en
presencia y ausencia de 10° y 10° tripomastigotes de la cepa Dm28c y en presencia y
ausencia de inhibidores especificos de PLC-y (U73122) o ERK (UO126). Mediante PCR
se amplificé un fragmento de 384 pb de minicirculo de kinetoplasto de T. cruzi. Ninguno
de los dos inhibidores fue capaz de impedir la infeccion de las vellosidades coriénicas.

En la figura 12 se observa la deteccién de DNA parasitario en las vellosidades coridnicas
humanas mediante PCR. En todas las muestras incubadas con el parasito en ausencia y
presencia de los inhibidores (Figura 12 paneles A y B carriles 5-12) se detecta DNA

parasitario.
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DISCUSION

La invasion de T. cruzi a las células del hospedero mamifero requiere de la activacion de
las vias de transduccion de sefiales tanto del parasito como del hospedero (Tardieux et
al., 1994; Favoreto et al., 1998; Yoshida, 2006). Durante el proceso de invasion celular
participan receptores de superficie que activan vias de transduccion de sefales e inducen
sefiales de Ca?', lo que promueve la reorganizacién del citoesqueleto en la célula
(Rodriguez et al., 1995), el reclutamiento de lisosomas en el lugar de entrada de T. cruzi

(Tardieux et al., 1994) y la internalizacion del parasito (Andrews, 1995).

Entre las vias de transduccién de sefiales que son activadas por T. cruzi, durante el
proceso de invasion celular, se han descrito vias de proteina tirosina quinasas (PTK),
proteina quinasa B (PKB/Akt), proteina quinasa C (PKC), PLC y MAPK (Burleigh y
Woolsey, 2002; Mott et al., 2009).

El presente estudio fue disefiado para determinar la participacion de las vias de
transduccion de sefiales PLC-y y ERK1/2 MAPK en la infeccién e invasion tisular de
T.cruzi. Los resultados claramente muestran que existe un aumento en los niveles de
fosforilacion en las vias de transduccion de sefiales PLC-y (Figura 8 y 9) y que la via ERK
1/2 MAPK también es modulado por el parasito (Figura 10 y 11). Estos resultados
sugieren que éstas vias de transduccion de sefiales participan en los mecanismos de

infeccién e invasion de T. cruzi en las vellosidades coriénicas humanas.

El flujo de informacion desde la superficie celular a los componentes intracelulares lleva a
un aumento en la concentracion de Ca?*. La interaccion tripomastigotes-célula hospedera
induce la fosforilacion de PLC-y generando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que activa a
canales de Ca?* (IP;R, receptores de IP;) presentes en el reticulo endoplasmatico,
liberando de esta manera Ca** desde éste deposito intracelular (Rodriguez et al., 1995).
La capacidad del parasito de activar vias de transduccion de sefiales y generar sefales
de Ca* en el hospedero se relaciona con su infectividad (Yoshida, 2008), ya que
epimastigotes no infectivos no inducen sefiales de Ca®* (Tardieux et al., 1994). PLC-y es
una proteina serina-treonina quinasa, la fosforilacién de PLC-y-Tyr'® activa enzimas y
juega un importante rol en la transduccion de sefales involucrados en los procesos de
crecimiento y migracion celular (Nong et al., 2010) (Figura 6). Los resultados de este
estudio muestran que la infeccion e invasion de T.cruzi no solo afecta a la estructura del

tejido (Duaso et al., 2010), sino que también activa la via de transduccién de sefiales
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PLC-y. Cuando los explantes ex vivo de vellosidades coridnicas humanas son incubadas
con U73122 es posible observar una inhibicién de la fosforilacion de PLC-y (Figura 8) lo
que sugiere que los mecanismos de infeccion e invasion de T.cruzi son afectados. La
participacion de esta via de transduccion de sefales en este proceso fue determinado en
células Hela, en las cuales el parasito induce la activacion de la PLC-y, genera IP3 con la
consecuente movilizacién de Ca*. La inhibicién de PLC-y con el mismo inhibidor usado en
el presente estudio impidié la invasidén del parasito en las células HelLa (Yoshida et al.,
2000), confirmando la participacion de ésta via en los mecanismos de invasion del T.

cruzi.

ERK1/2 MAPK es el componente central de la cascada de las MAPK (Figura 7). Es una
proteina serina-treonina quinasa que es regulada por el microambiente celular (Li et al.,
2003; Vincent et al., 2004).Cuando las proteinas ras son activadas, inician una cascada
de fosforilacién serina/treonina que comienza por la activacion de MAP-quinasa-quinasa-
qguinasa, activando a MAP-quinasa-quinasa que a su vez converge sobre MAPK, las
cuales colaboran en la transmision de la sefial al nacleo (Alberts et al.,, 2008). La
fosforilacion de ERK 1/2 activa sefales rio abajo fosforilando varias proteinas dentro de la
célula, incluyendo proteinas reguladoras de genes y otras proteinas quinasas (Quinasa C
y D), jugando un importante rol en procesos celulares como expresion génica,

proliferacion, diferenciacién y migracion (Hill y Treisman, 1995; Marshall, 1995).

La participacion de la via de transduccion de sefiales ERK1/2 MAPK se ha descrito en
otros tejidos como en cardiomiocitos y células endoteliales de vasos sanguineos
cardiacos. La activacion de ERK1/2 MAPK induce un aumento en los niveles proteicos de
ciclina D1, induciendo proliferacion celular. En células musculares lisas, también se
induce proliferacion celular por la activacion ERK1/2 MAPK-ciclina D1 (Mukherjee et al.,
2004). En macréfagos también se activa ERK1/2 MAPK durante el proceso de invasion
celular del parésito. Especificamente, la endocitosis del parasito en estas células es
inhibida por inhibidores especificos de estas quinasas (Villalta et al., 1998). Por lo tanto, la
activacion de esta via participa tanto en la internalizacion del parasito a los diferentes

tipos celulares, como en la induccién de proliferacion y diferenciacion celular.

Nuestros resultados indican, que durante la infeccién e invasion celular del T. cruzi la via
de transduccién de sefales ERK1/2 MAPK es modulada por el parasito. Una

concentracién baja de parasitos (10°/ml) induce la activacién de la via, mientras que una
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incubacién con una alta concentracién de parasitos (10°/ml) induce la inhibicién de la via
(Figura 10 y 11). La inhibicién de la via con altas concentraciones del parasito se puede
relacionar con el gran dafio tisular observado en las mismas condiciones experimentales
(Duaso et al., 2010). La infeccién ex vivo de vellosidades coriénicas humanas induce
destruccion y desprendimiento del trofoblasto, desorganizacién selectiva de los
componentes moleculares de las laminas basales y desorganizacion severa de colageno
tipo | en el tejido conectivo fetal (Duaso et al., 2010), dafio que supera los posibles
estimulos mitogénicos que activen a la via ERK1/2 MAPK.

Asi, como algunas enfermedades infecciosas producen un aumento en la apoptosis
celular en placenta humana; existen parasitos que han desarrollado la capacidad de
inducir o inhibir la apoptosis o como el caso de Plasmodium falciparum, el agente
causante de la Malaria, capaz de generar necrosis del tejido placentario. Nosotros hemos
descrito que T. cruzi induce muerte celular tipo apoptosis (bajas concentraciones) o
necrosis (altas concentraciones) en el tejido placentario. La induccién de necrosis también
apoya la hipotesis que el dafo tisular ha superado la capacidad de reparacion del tejido
placentario y por ende se explica la inhibicion de la via ERK1/2 MAPK. Por otra parte, la
muerte celular tipo apoptosis forma parte del proceso de diferenciacién y recambio del
trofoblasto (Huppertz y Kingdom, 2004) por lo que es probable que ante el desafio de la
infeccion parasitaria (bajas concentraciones) el trofoblasto responda aumentando no sélo
su tasa de muerte celular (diferenciacion) sino también la de proliferacién celular. Este

ultimo proceso requiere la activacion de las distintas MAPK (Alberts et al., 2008).

La inhibicion de ambas vias de transduccién de sefiales por si solo no impide la infeccion
ex vivo de las vellosidades coriénicas humanas (Figura 12 Paneles A y B). Esto se
podria explicar por el hecho de que existen otras vias de transduccion de sefiales como
PTK y otros mecanismos, tales como la activacién de proteasas, que estan involucrados
en la infeccién e invasion de T. cruzi. Adicionalmente es esperable que el comportamiento
del parasito frente a un tejido sea distinto que frente un cultivo celular. No existen
estudios anteriores donde se analicen estas vias de transduccion de sefiales en

vellosidades coridnicas placentarias humanas incubadas con T. cruzi.

Se concluye que tanto la via de transduccion de sefales PLC-y como ERK1/2 MAPK son

parte de una compleja “estrategia” de invasion celular y tisular de T. cruzi.
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CONCLUSIONES

La activacion de la via de transduccion de sefiales PLC-y forma parte de los
mecanismos de infeccién tisular de T. cruzi en explantes de vellosidades

coridnicas infectadas ex vivo.

La modulacion de la via de transduccion de sefiales ERK1/2 MAPK forma parte de
los mecanismos de infeccion tisular de T. cruzi en explantes de vellosidades

corionicas infectadas ex vivo.
La inhibicion de las vias de transduccion de sefiales PLC-y o ERK 1/2 MAPK no
impide la infeccién ex vivo de explantes de vellosidades coridnicas placentarias

humana con tripomastigotes de T. cruzi.

Tanto la via de transduccién de sefiales PLC-y como ERK1/2 MAPK son parte de

una compleja “estrategia” de invasion celular y tisular de T. cruzi.
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FIGURAS

Figura 1
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Estimacién de la poblaciéon mundial infectada con Trypanosoma cruzi, 2009:

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

Fuente :http://www.treatchagas.org/imagens/MapChagasJun09 large.jpg
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Figura 2
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Tasa de incidencia de la enfermedad de Chagas en Chile.
Fuente: Ministerio de Salud
*No existen datos para 1993.
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Figura 3
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Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi:

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

Fuente: Centers of Disease Control and Prevention.
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/Default.htm
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Figura 4

A C

Formas celulares de Trypanosoma cruzi:

El parasito presenta tres formas celulares diferentes: (A) tripomastigote, forma infectante,

no proliferativa; (B) epimastigote, forma multiplicativa que se sitlla en el tubo digestivo del

agente vector y en cultivos; 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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Figura
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Barrera placentaria:

La barrera placentaria estd compuesta por sinciciotrofoblasto (ST), citotrofoblasto (CT),
tejido conectivo fetal (FCT), capilares fetales (FC) y laminas basales entre el tejido
conectivo fetal y trofoblasto (BLT) y alrededor de los capilares fetales (FCBL) (A-D).
Después de la semana 20 de gestacion, la placenta sufre modificaciones para favorecer el
intercambio metabdlico. Las células del citotrofoblasto disminuyen, los nucleos del
sinciciotrofoblasto se agrupan formando nodos y los capilares del tejido conectivo fetal se
acercan al trofoblasto, adelgazandose la barrera placentaria (C-D). Fuente: Kemmerling et
al., 2010.
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Figura 6
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Via de transduccion e sefial PLC-y:

La activacion de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) inducen la union de la PLC-

y a la membrana plasmatica via proteina G. PLC-y hidroliza a PI(4,5)P, generandose

diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IPs). IP; se une a canales de Ca?

(receptores IP3) en la membrana del reticulo endoplasmico induciendo la apertura de

estos canales y la con la consecuente liberacion de Ca** desde el reticulo endoplasmico

hacia el citoplasma.
Fuente: Molecular Biology of the Cell, 2008
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Figura 7
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Via de transduccién de sefiales ERK1/2 MAPK:

La proteina ras activa (unida a GTP) recluta a MAP quinasa quinasa quinasa, (RAF) a la
membrana plasmatica y la fosforila. Luego RAF fosforila a MAP quinasa quinasa (MEK),
gue a su vez fosforila a MAPK (ERK). ERK fosforila una variedad de proteinas rio abajo,
incluyendo otras proteina quinasas, como factores de transcripcion. La activacion de esta
via induce cambios en la expresion génica y actividad proteica.

Fuente: Molecular Biology of the Cell, 2008
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Figura 8
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T. cruzi induce la activacion de la via PLC-y en vellosidades cori6nicas placentarias

humanas infectadas ex vivo:

Vellosidades corinicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y 10°
tripomastigotes de la cepa Dm28c durante 24 horas a 37°C y en presencia y ausencia de
U73122 (100uM).

Se observan los niveles de la fosforilacion de PLC-y detectadas mediante Western blot,
que se expresan como razén P-PLC-y/PLC-y obtenida mediante analisis densitométrico.
Las muestras incubadas con 10° y 10° tripomastigotes presentan un mayor nivel de
fosforilacion de PLC-y respecto al control. Se utilizé el test estadisticos ANOVA seguido
por “Dunnett’s post test”. * p<0,05 *** p<0,001.
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Figura 9
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T. cruzi induce la activacién de la via PLC-y en vellosidades coriénicas placentarias

humanas infectadas ex vivo:

Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y 10°
tripomastigotes de la cepa Dm28c durante 24 horas a 37°C y en presencia y ausencia de
U73122 (100uM). Se observa un franco aumento de la inmunoreactividad para P-PLC-y
en las vellosidades incubadas con 10° (G-1) y 10° (M-O) tripomastigotes respecto al control
(A-C) o en presencia del inhibidor (D-F; J-L; P-R). Las muestras fueron procesadas para

inmunofluorescencia de rutina, Barra: 25um.
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Figura 10
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Modulacién de la via ERK1/2 MAPK por T. cruzi en vellosidades coridnicas

placentarias humanas infectadas ex vivo

Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y 10°
tripomastigotes de la cepa Dm28c durante 24 horas a 37°C y en presencia y ausencia de
UO126 (10uM). Se observan los niveles de la fosforilacion de ERK1/2 detectadas
mediante Western blot, que se expresan como razén P-ERK/ERK obtenida mediante
andlisis densitométrico. Las muestras incubadas con 10° tripomastigotes presentan un
mayor nivel de fosforilacion de ERK respecto al control. Por el contrario, las muestras
incubadas con 10° tripomastigotes presentan menor nivel de fosforilacion de ERK1/2
respecto al control. Se utiliz6 el test estadistico ANOVA seguido por “Dunnett’s post test”.
* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001.
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Figura 11
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Modulacién de la via ERK1/2 MAPK por T. cruzi en vellosidades cori6nicas

placentarias humanas infectadas ex vivo

Vellosidades coridnicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y 10°
tripomastigotes de la cepa Dm28c durante 24 horas a 37°C y en presencia y ausencia de
UO126 (10uM). Se observa un franco aumento de la inmunoreactividad para P-ERK en
las vellosidades incubadas con 10° tripomastigotes (G-I) respecto al control (A-C) o en
vellosidades incubadas con la mayor concentracion de parasitos (M-O) o en presencia del
inhibidor (D-F; J-L, P-R). Las muestras fueron procesadas para inmunofluorescencia de

rutina, Barra: 25um.
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Figura 12
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El uso de inhibidores de las vias de transducciéon de sefiales PLC-y 0 ERK1/2 MAPK

no impide la infeccion ex vivo de vellosidades coriénicas con T. cruzi:

Vellosidades coriénicas fueron incubadas en presencia y ausencia de 10° y 10°
tripomastigotes de la cepa Dm28c durante 24 horas a 37°C y en presencia y ausencia del
inhibidor U73122 (100uM) en panel A 6 UO126 (10uM) en panel B.

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

S35: 5'-AAATAATGTACGGGKGAGATGCAT-3';

S36: 5'-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3..

Los amplificados de DNA se separaron en geles de agarosa al 1% preparados en tampén
Tris-borato-EDTA y se identificaron con la tincién de acidos nucléicos GelRed®

MW: Marcadores de peso molecular

1 Control negativo (sin DNA)

2 DNA de tripomastigotes

3: DNA de vellosidades corionicas sin infectar

4 DNA de vellosidades coridnicas sin infectar e incubada con U73122 (100 uM) en A

6 UO126 (10 uM) en B

5-6: DNA de vellosidades coriénicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes

7-8:  DNA de vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes e
incubada con U73122 (100 uM) en A 6 UO126 (10 uM) en B

9-10: DNA de vellosidades coriénicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes

11-12: DNA de vellosidades coriénicas infectadas ex vivo con 10° tripomastigotes e
incubada con U73122 (100 uM) en A 6 UO126 (10 uM) en B
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ANEXOS

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 proyecto de inv:ggacién *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 placentania del parasito que causa la Enfermedad de Chagas.

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

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

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

la madre ni cumple funciones para el bebé.

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

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

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

Com acion: Ud. no recibird ninguna compensacion econémica por su
participacion en el estudio
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Confidencialidad: Toda la informacidn derivada de su pariicipacidn en este v 4
estudio sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el
acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion.
Cualquier pubficacidn © comunicaciin cienfifica de los resultados de |a
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 informacidn sobre su
participacion en este estudio puede llamar &:

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 ’ IFi'ma Fecha

' 2 f v

iy _ -
e gl ™ | AUAL L M { f/ [/
devellowmalon L LU A ] Ll

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

UNIDAD DE BIOSEGURIDAD
1%| FACULTAD DE MEDICINA
| UNIVERSIDAD DE CHILE

Santiago, 30 de Abril 2008.-

Sefiores
PROGRAMA FONDECYT
PRESENTE

Estimados sefiores

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 g edicion,1994” y “ Manual de Normas de Bioseguridad, o edicion
2008, Centro de Control y Prevencién de Enfermedades, CDC, 4° edicién, Manual Bioseguridad
en laboratorios , Organizacién Mundial de la Salud OMS, Ginebra 2005, por tal motivo nuestra
Unidad da el visto bueno para su realizacion.

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

i 1 /' ’ N
. J At
Tomé conocimiento: Profes L/gl.u/ Légmnfr:ng w(

\
.
i}

|

Profesora }
Directora Unidad de

* 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.cl upr@med. uchile ¢l
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ANEXO 3

/’

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. Marianne Gaudlitz H., Enfermera, Mg Humanidades, Vicepresidente
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Espedialista en Salud Plblica

Or. Leandro Biaginl, Médico Intemista

Dra. Lucia Cifuentes, Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz, Socidlogo, Mg Bioética

Sr. Claus Jahn, Repesentante de Ia 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 desempefia funciones en: Programa de Anmatomia 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

&/ estuadio

o Carta compromiso del nvestigador para comunicar lbs resultados del
estudio una vez finalizado éste.
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El proyecto y los documentos sefialados en & pdrafo precedente han sido
analizados a la luz de los postulados de la Dedaracidn de Helsinki, de las Pautas

Eticas Intemacionales para la Investigacidn Blomédica en Seres Humanos CIOMS
2002, y de las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de esta informacién el Comité de Etica de la Investigacién en
Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha
pmmmladodelaslguluﬁemanerasobmlcsaspectosdelprwectoquea
continuacidn se sefialan:

Este es un proyecto que tiene como objetivo estudiar los mecanismos de infeccidn
e invasion de placenta humana con Tnypanasoma crusi.

La investigacidn no es terapéutica. La poblacion a estudiar no es cautiva, Se
peairéalasvdmtaiasladonadéndelaplacmtad%ddpam.

Rlesgosybmdidos:Nohayﬂagosparalasp&sonasquedamwplmta.
Los beneficios estan en & estudio de la infeccion placentaria.

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

Notificacidn oportuna de reacciones adversas: No es necesaria.

Compromiso de! investigador responsable en la notificaciin 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 socales
mayores que minimos.
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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 aprobacin
ética para la realizacidn del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del
protocolo.

|
Sra. { Gaudl &
"~ Vicepredidenta
Comate de Etica en Investigacion
en Seres Humanos

25 JUN. 2006

2% i

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