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RESUMEN

La enfermedad de Chagas congénita es una patologia endémica en América
Latina, la que se presenta con una menor frecuencia en otros paises. Se asocia a

partos prematuros, abortos y patologia placentaria.

Los mecanismos de infeccion e invasion tisular del parasito Trypanosoma cruzi (T.
cruzi) son poco claros. Para estudiar parte de estos mecanismos, se incubaron ex
vivo explantes de vellosidades coribnicas humanas sanas con el parasito. La
infeccion exitosa de los explantes de vellosidades coridnicas humanas fue
determinada por deteccion del parasito mediante inmunofluorescencia y PCR. Los
efectos de la infeccibn con el parasito se determino mediante métodos
inmunohistoquimicos, histoquimicos, bioquimicos y de biologia molecular. T. cruzi
induce destruccién y desprendimiento del sinciciotrofoblasto, desorganizacién
selectiva de las laminas basales y desorganizacién del colageno | del tejido
conectivo fetal. Estos resultados sugieren una actividad proteolitica del parasito
sobre las lAminas basales y tejido conectivo como mecanismo de infeccion al feto
con T. cruzi. Adicionalmente, el parasito induce apoptosis en las vellosidades

coriénicas. Los efectos observados son funcion del nUmero de parésitos utilizados.



SUMMARY

Congenital Chagas’disease, endemic in Latin America and also present with lower
frequency in other countries, is associated with premature labor, miscarriage, and
placentitis. The mechanism of tissue invasion and infection of human placenta by
the parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi) remains unclear. In order to explore some
morphological aspects and apoptosis of this infection in the placenta, we incubated
chorionic villous explants from normal human placenta ex vivo with the parasite
and studied the resulting effects by immunohistochemical, histochemical,
biochemical and molecular biology methods. Infection of the chorionic villi with the
parasite was confirmed by immunofluoresence and PCR. T. cruzi induces
syncytiotrophoblast destruction and detachment, selective disorganization of basal
lamina and disorganization of collagen | in the connective tissue of villous stroma.
Our results suggest a participation of the proteolytic activity of the parasite on the
placental basal lamina and connective tissue in the mechanism of infection of the
fetus by T. cruzi. Additionally, the parasite induces apoptosis in chorionic villi.

These effects are a function of the number of parasites used for the infection.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es producida por el protozoo hemoflagelado
Trypanosoma cruzi del orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (World
Health Organization, 2002). Este parasito presenta un ciclo de vida indirecto, que
tiene a insectos hematofagos (triatominos), como vector bioldégico, y como
hospederos vertebrados a mamiferos, incluido el hombre. En los ultimos afios la
transmision vectorial ha ido en descenso debido a distintos programas de control
de vectores y otras formas de transmision, como la transmisidon congénita, han

adquirido importancia epidemioldgica (Schmunis, 2007).

La transmisién congénita es via placenta, donde 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 (Kemmerling et al.,, 2010). El modelo de infeccién ex vivo de
vellosidades coridnicas con el parasito permite, ademas de estudiar los
mecanismos de transmision congénita, avanzar en el conocimiento general sobre

los mecanismos de infeccion e invasion tisular del parasito.

Esta memoria estudia algunas de las alteraciones tisulares que ocurren en los
distintos compartimentos de las vellosidades coriénicas humanas incubadas con T.
cruzi. La siguiente hipotesis afirma que: “La infeccion ex vivo con Trypanosoma
cruzi de vellosidades coridnicas placentarias humanas induce alteraciones
tisulares y apoptosis”. Se utilizaron metodologias histolégicas convencionales,
histoquimicas, inmunofluorescencia e inmunohistoquimicas para estudiar el dafio
tisular y la muerte celular, asi como metodologias de biologia molecular para
detectar la presencia del T. cruzi (para la determinacién del tipo de muerte celular
inducida en las vellosidades coridnicas se utilizaron las descritas anteriormente y

adicionalmente técnicas bioquimicas).



REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es producida por el
protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) del orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Esta enfermedad estd presente en el
continente americano desde méas de 9000 afios (Aufderheide et al., 2004).
Actualmente es una de las mayores preocupaciones en materia de salud publica
para América Latina, siendo después de la malaria, la enfermedad ligada a
vectores, de mayor prevalencia y mortalidad. La enfermedad se extiende desde el
paralelo 42° latitud Norte hasta el paralelo 46° latitud Sur, abarcando desde el sur
de Estados Unidos hasta el sur de Argentina y Chile (World Health Organization,
2002) (Fig. 1).

Existen por lo menos 28 millones de personas expuestas al riesgo de la infeccidn,
estimandose un total de 15 millones de casos (World Health Organization, 2002),
cifras con las que Chile contribuye en aproximadamente 150000 casos
presumiblemente infectados. Las tasas de incidencia de la enfermedad de Chagas
se han mantenido relativamente constante entre los afios 1995 y 2005 (Fig. 2). En
el ultimo 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) desde el afio 1986 la notificacién y desde el afio
1996 el tamizaje en donantes son obligatorios y (2) debido al 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).

Las areas endémicas en Chile comprenden desde la Regién de Arica y Parinacota
a la Region del Libertador Bernardo O’Higgins, incluyendo la Region
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 850000 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).

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoo hemoflagelado con un ciclo de vida indirecto,
que tiene a insectos hematofagos (triatominos), como vector biolégico, y como
hospederos vertebrados a mamiferos, incluido el hombre. Los principales
triatdbminos 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 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, generalmente 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 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). Una vez en el torrente sanguineo, los tripomastigotes
son fagocitados por células presentadoras de antigeno, diferenciandose a
amastigotes, forma de replicaciéon citoplasmatica obligada. Tras cierto niumero 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 y placenta (Prata, 2001). 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,

estadio replicativo extracelular. Estos 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 (Fig. 3) (Tyler y Engman, 2001). En
este ciclo de transmision (doméstico), perros y gatos son los principales
reservorios que contribuyen a la mantencion de la infeccion. En el ciclo
peridoméstico de la infeccién, los principales reservorios son roedores domésticos,
ganado caprino, bovino, equino y ovino. En el ciclo silvestre o selvatico los
principales reservorios son mamiferos del habitat silvestre. Estos animales,
aunque de escaso acceso al humano, son los que permiten la mantencion del T.

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

Las tres formas celulares que adopta el parasito durante su ciclo biol6gico, se
caracterizan por tamafo y por las posiciones relativas del flagelo, kinetoplasto y
nacleo (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 infeccién por via sanguinea. Es la forma celular no replicativa
del parasito (Fig. 4 A)

2. Epimastigotes: Células de aproximadamente 20 micrémetros 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 replicaciéon extracelular de esta forma
celular del parasito ha permitido mantenerlos en cultivos axénicos. (Fig. 4
B)

3. Amastigotes: Células de aproximadamente 2 micrometros de diametro,
esféricas y con flagelo no emergente. Se multiplica dentro de las células del
hospedero mamifero hasta producir su ruptura (8 — 9 divisiones 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. 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). (Fig. 4 C)

Trypanosoma cruzi se divide basicamente en dos grupos genéticos divergentes o
linajes (T. cruzi | y Il), que pertenecerian a dos ambientes ecoldgicos distintos (Di
Noia et al., 2002; Freitas et al., 2005; Manoel-Caetano y Silva 2007; Cerqueira et
al., 2008). T. cruzi | es detectado principalmente en el ciclo selvatico, infectando
habitualmente a animales silvestres y T. cruzi Il se asocia con la patologia
humana (Di Noia et al., 2002; Freitas et al., 2005; Manoel-Caetano y Silva 2007).
Ademas de la forma transmision vectorial existen otras formas de contagio como
las transfusiones sanguineas, responsable del 10% de los casos en paises como
EE.UU., donde la creciente inmigracion latina ha diseminado la enfermedad
(Andrade et al., 2005). El contagio también puede producirse por trasplante de
organos, transmision congénita en madres chagasicas (Prata, 2001) y a través de
la ingesta de alimentos y bebidas contaminadas con excrementos de triatominos
(Jamison et al., 2006).

Las probabilidades de contraer la enfermedad de Chagas estan directamente
relacionadas 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 se ha visto aumentada en los dltimos 40 afios, ha
cambiado el modelo epidemiolégico clasico de la Tripanosomiasis americana
asociada a viviendas rurales, convirtiéndola en una enfermedad rural y urbana
(World Health Organization, 2002).

10



Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas presenta tres fases clinicas, con diferentes signos y
sintomas (Atias, 1998):

Fase aguda
Esta fase comienza inmediatamente después del ingreso del parasito. 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
manifestaciones de infeccion 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 nifios.

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 infeccion aguda que no presentan manifestaciones clinicas pasan a
una fase de latencia que puede extenderse por meses e incluso afos. En esta
fase los parasitos raramente pueden ser detectados en circulacion sanguinea, ya

gue el grado de parasitemia es bajo (Soares et al., 2001).

Fase cronica
La aparicion del estado cronico puede tardar aflos o décadas después de la

infeccion inicial. En areas endémicas, entre el 15 y 20% de los pacientes
manifiestan la fase cronica, la que se asocia a la presencia de megacolon y
megaesoéfago producto de la denervacién del sistema nervioso auténomo, arritmia

cardiaca y cardiomegalia con insuficiencia progresiva (Prata, 2001) y, ungran
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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 inoculacion, grupo genético y cepa del parasito, primoinfeccion o
reinfeccion, estado inmunoldgico del hospedero y tipo de vector (Coura, 2007).

Diagndstico

El diagnostico puede hacerse por observacién microscopica de los parasitos en
sangre fresca durante la fase aguda. Infecciones cronicas requieren de
procedimientos diagnoésticos mas sensibles con amplificacion de genes de los
parasitos por medio de PCR. Otra opcion es el xenodigandstico que consiste en
tener triatominos libres de parasitos y dejar que succionen sangre desde el
paciente clinicamente sospechoso y examinar las deyecciones de las vinchucas
30 y 60 dias después para observar la presencia de pardsitos. La deteccion
inmediata de enfermedad de Chagas cronica requiere de la demostracién de
anticuerpos especificos anti-T. cruzi en suero de pacientes o en test basados la
deteccion del DNA parasitario PCR (Teixeira et al., 2006).

Enfermedad de Chagas Congénita

En los ultimos afios la transmision congénita de T. cruzi ha adquirido cada vez
méas 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 et al., 2005;
Torrico et al., 2005; Lescure et al., 2008). Debido al control de vectores, los casos
nuevos por afo han disminuido considerablemente, desde 700000 en 1990 a
41000 en el 2006. Sin embargo, los casos de Chagas congénito en 2006 fueron
14385, por lo que esta forma de transmision adquiere cada vez mas importancia
en materias de Salud Publica (World Health Organization, 2002). La

seroprevalencia en mujeres embarazadas puede llegar hasta un 80% vy las tasas
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de infeccidn 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, 2007). En Brasil la tasa de transmision congénita es de un 1% y en
Argentina, Bolivia, Chile y Paraguay varia entre un 4 — 12%. En Chile se reportan
anualmente 800 — 1000 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 pueden ser

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.

Deteccion postparto de parasitos en el recién nacido.

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

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). 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 porcion materna o
decidua basal que procede del endometrio (Moore y Persaud, 2004; Cross, 2006).
La membrana o barrera placentaria esta formada por tejidos extrafetales que
separan la sangre materna de la fetal. Esta barrera se compone hasta las 20
semanas de sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, tejido conectivo de las vellosidades
coridnicas libres y endotelio de los capilares fetales ademas de las laminas
basales presentes entre los distintos compartimentos celulares. Posterior a las 20
semanas la placenta sufre adaptaciones que mejoran el intercambio metabdlico,

las células del citotrofoblasto disminuyen, los nucleos del sinciciotrofoblasto se
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acumulan formando nodos, los capilares fetales se acercan al trofoblasto (Fig. 5).
Esta re-estructuracion favorece el intercambio metabdlico por la formacién de
delgadas zonas citoplasmaticas sin nucleos y de esta manera la membrana
placentaria se transforma en una barrera de menor grosor (Moore y Persaud,
2004; Kemmerling et al., 2010). La muerte celular programada de tipo apoptosis
juega un rol importante en la re-estructuracion placentaria, facilitando la rapida

eliminacion de células no deseadas sin inflamacion (Belkacemi et al., 2009).

Se han descrito diversos agentes patdégenos 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 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).
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).

La integridad de la célula hospedera puede representar un valioso requisito previo
para la supervivencia y el desarrollo de agentes patégenos. La prevenciéon de la
muerte celular parece ser un factor decisivo en el resultado de una infeccion, ya
gue puede facilitar la proliferacién intracelular de algunos patdgenos (Belkacemi et
al., 2009). Por otra parte, algunos patdgenos pueden inducir apoptosis con el fin
de inhibir la respuesta inflamatoria y asi favorecer su diseminacion (Weinrauch y
Zychlinsky, 1999).

Varios agentes patdgenos, como el citomegalovirus (Chan y Guilbert, 2006) y
parasitos como T. gondii (Abbasi, 2003) y P. falciparum (Crocker et al., 2004)
pueden inducir apoptosis en la placenta humana. Hay varias evidencias de que T.

cruzi provoca un dafio tisular importante durante la infeccion congénita
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(Bittencourt, 1976). Sin embargo, en la literatura actual no existe ningan estudio
sobre la induccion de apoptosis durante la infeccidbn de T. cruzi en la placenta

humana.

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 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., 2006) vy

toxoplasmosis (Biedermann et al., 1995).

En relacion a la transmision placentaria de T.cruzi se han realizado estudios
sobre el estado inmunoldgico 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-B, 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). Por el contrario, las madres chagasicas no

transmisoras presentan una alta activacion monocitaria (Alonso-Vega et al., 2005;
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Carlier 2005; Hermann et al., 2006) y altos niveles de TNF circulantes (Garcia et
al., 2008).

Existen algunos estudios que describen las lesiones histopatologicas de placentas
de madres transmisoras y no transmisoras de enfermedad de Chagas. Estos
analisis se hicieron con técnicas histologicas de rutina (tincion hematoxilina-
eosina) y las lesiones placentarias fueron descritas como “corionitis”,
‘corioamnionitis” y “edema de cordon” (Fernandez-Aguilar et al., 2005).
Lamentablemente no se aplicaron técnicas histoquimicas ni inmunohistoquimicas
para determinar con mayor certeza presencia de parasitos, asi como alteraciones

moleculares o celulares a nivel de las vellosidades coriénicas.

En otro estudio se clasificaron las células inflamatorias presentes en placentas
infectadas por T. cruzi, encontrandose un predominio de macréfagos CD68+,
linfocitos T (razon CD4+:CD8+ entre 0,04 y 0,38) algunas células NK (natural
killer) y casi nula o nula presencia de linfocitos B (Altemani et al., 2000). El
predominio de células mononucleares es caracteristico de cualquier respuesta
inflamatoria crénica a un agente infeccioso (Kumar et al., 2005). Podria llamar la
atencion la razén CD4+:CD8+; sin embargo, el predominio de los linfocitos
citotoxicos se podria explicar por una respuesta hacia un patégeno intracelular
(Hermann et al., 2002). En este estudio no diferencian entre madres chagasicas
transmisoras y no transmisoras y tampoco se describe en mayor detalle la
histopatologia de las placentas. Se diferencian las placentas obtenidas a partir de
partos con recién nacidos vivos y otras a partir de partos con mortinatos. En los
casos de mortinatos se observaron extensas areas de necrosis y abundantes

parasitos, comparado con los casos de nacidos vivos (Altemani et al., 2000).
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Mecanismos de Infeccién e Invasion de T. cruzi

Se ha estudiado con algun detalle la invasion del parésito a células en cultivo. Por
el contrario, son escasos los trabajos que analizan el proceso de invasion
parasitaria en tejidos y o6rganos. La penetracion de T. cruzi a células del
hospedero ocurre a través de un proceso complejo, de varias etapas, que
involucra a moléculas tanto del parasito como del hospedero. La unién del parasito
a las células del hospedero es mediada por receptores, T. cruzi posee una serie
de moléculas de superficie que interactian diferencialmente con moléculas tanto

de células como de la matriz extracelular (MEC) del hospedero (Yoshida, 2006).

La invasion celular de T. cruzi induce sefiales de calcio y activacion de vias de
transduccion de sefales tanto en el parasito como en el hospedero (Yoshida,
2006; 2008). La capacidad del parasito de generar sefales de calcio en el
hospedero se relaciona con su infectividad (Manque et al., 2003; Yoshida, 2008).
La activacion de las vias de transduccion de sefales que llevan a la generacion de
sefales de calcio requiere de dos peptidasas (Burleigh y Woolsey, 2002), una
serina endopeptidasa, oligopeptidasa B (Burleigh y Andrews, 1995) y una cisteina

proteasa lisosomal secretada, cruzipaina (Scharfstein et al., 2000).

Interaccién entre T.cruzi y MEC del hospedero
Los tejidos se forman de células y matriz extracelular (MEC). La MEC presenta un

componente fibrilar compuesto por fibras colagenas y elasticas y un componente
no fibrilar o sustancia fundamental, antiguamente denominado sustancia amorfa.
La sustancia fundamental estd compuesta por glicoaminoglicanos (GAGS),
proteoglicanos y glicoproteinas. Los GAGs y proteoglicanos son responsables de
la viscosidad de la MEC, debido que son macromoléculas aniénicas y por ende
altamente hidrofilicas. Las glicoproteinas son moléculas adhesivas con una gran
capacidad de interactuar con receptores celulares y otros elementos de la MEC.
La MEC también forma las laminas basales, estructuras que se ubican entre
tejidos epiteliales y conectivos. Las laminas basales compartimentalizan tejidos,

relacionan el epitelio al tejido conectivo vecino, regulan la concentracion de
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moléculas sefalizadoras como hormonas y factores de crecimiento y participan en
procesos de cicatrizacion y reparacion tisular, entre otros (Junqueira y Carneiro,
2005). Otra funcion muy importante es de modular la concentracion y actividad de
citocinas y quimiocinas durante la respuesta inmune e inflamatoria (Kumar et al.,
2005).

Entre los componentes moleculares de las laminas basales se cuentan las
glicoproteinas laminina y fibronectina, colagenos IV y VII ademas de

proteoglicanos como el heparansulfato (Junqueira y Carneiro, 2005).

Durante la invasion tisular del parasito, la interaccion entre el T. cruzi y moléculas
de la MEC es fundamental (Marino et al., 2003). El parasito necesita atravesar la
lamina basal ubicada entre los distintos epitelios y tejido conectivo adyacente y
movilizarse dentro del mismo. La unién del parasito a elementos de la MEC facilita
la invasion celular del parasito (Marino et al.,, 2003; Nde et al., 2006). Los
macrofagos constituyen las primeras células del tejido conectivo en ser invadidas
por T. cruzi (Burleigh y Woolsey, 2002). Estas células son fundamentales en el
proceso inflamatorio, ya que participan en el inicio de una respuesta inmune mas
especifica (Kumar et al., 2005). Durante la respuesta inflamatoria se producen
interacciones célula-célula y célula-MEC las que son mediadas por moléculas de
adhesion e integrinas (Marino et al., 2003). El parasito presenta moléculas de
superficie, como las glicoproteinas gp85 (Marino et al., 2003) y gp83 (Nde et al.,
2006), mediante las cuales se une a moléculas de la MEC. Entre las moléculas de
la MEC a las cuales se puede unir T. cruzi se ha descrito a glicoproteinas como
laminina (Giordano et al., 1999; Marino et al., 2003; Nde et al., 2006) y fibronectina
(Marino et al., 2003), glicosaminoglicanos sulfatados como el heparansulfato
(Lima et al., 2002) y elementos del citoesqueleto (filamentos intermedios)
expuestos en la membrana plasmatica como la citoqueratina 18 (Magdesian et al.,
2001; Marino et al., 2003). Existen evidencias que la fibronectina promueve la
adhesion y endocitosis del parasito por parte de macréfagos y fibroblastos (Wirth y
Kierszenbaum, 1984; Ouaissi et al., 1985; Marino et al., 2003). T. cruzi  presenta
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otra molécula de superficie, penetrina, mediante la cual se une a heparina,
heparansulfato y colageno, promoviendo la adhesion e internalizacion a los
fibroblastos (Ortega-Barria y Perreira, 1991). La union de gp83 a laminina
promueve la internalizacion del parasito a macrofagos (Nde et al., 2006) y activa a
la via de transduccion de sefiales MAPK ERK1/2 (Villalta et al., 1998) y PLC
(Villalta et al., 1999).

El parasito secreta proteasas (cruzipainas) capaces de degradar a componentes
de la MEC como colageno I, IV y fibronectina exponiendo criptitopos (Santana et
al., 1997; Scharfstein y Morrot, 1999). Fragmentos de fibronectina plasmatica
presentan una actividad tipo factores de crecimiento que inducen la diferenciacién
de tripomastigotes a la forma replicativa intracelular de amastigote (Ouaissi et al.,
1985). El heparansulfato a su vez aumenta la actividad catalitica de la cruzipaina
(Lima et al., 2002) lo que favoreceria el avance del parasito en el tejido.
Cruzipaina tendria ademas un efecto antiapoptético en cardiomiocitos en cultivo,
ya que activa diversas vias de transduccion de sefales tales como las PI3K y
MAPK ERK1/2 (Aoki et al., 2004) que, como estd descrito anteriormente, se

activan durante la internalizacion del parasito.

Se ha postulado que las alteraciones de la MEC provocadas por la presencia del
parasito no sélo promueven su movilidad en el tejido y su ingreso a las células
sino ademas alteran la presencia de citoquinas y quimiocinas, lo cual le permite al
T. cruzi modular y evadir el proceso inflamatorio y la respuesta inmune (Marino et
al., 2003; Mendes-da-Cruz et al., 2006). Se ha propuesto el uso de aptameros de
RNA para interferir la interaccibn entre pardsito y laminina, fibronectina,
trombospondina o heparansulfato y asi inhibir la invasion celular, objetivo que se
logra parcialmente en cultivos celulares (Ulrich et al., 2002).
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Por el contario, se han descrito alteraciones en la composicion de la MEC en el
miocardio de pacientes con miocarditis chagasica cronica; especificamente se
observa un aumento en la cantidad de colageno (Higuchi et al., 1999). En ratones
infectados con T. cruzi se ha descrito una sobre expresion de laminina,
fibronectina, colageno Il y IV y una disminucion de colageno | (Andrade et al.,
1989). En cultivos tridimensionales de cardiomiocitos se observa un aumento
significativo de fibronectina, laminina y coldgeno IV después de 6 dias post-
infeccion con T. cruzi (Garzoni et al., 2008). Alteraciones de la MEC se han
descrito también en otros érganos de ratones infectados con T. cruzi. Asi se
observa en timo un aumento de fibronectina (Mendes-da-Cruz et al., 2006) y
coldgeno 1IV; en bazo y linfonodos se encuentra ademads un aumento en la
expresion de laminina (Marino et al., 2003). Es probable, que durante la infeccion
con, T. cruzi, en una primera etapa el parasito promueve la degradacion de la MEC
y luego como respuesta del hospedero se produce un aumento en los
componentes de la MEC. Por ende, las interacciones parasito-MEC durante la
etapa de invasion inducen alteraciones tanto extra como intracelulares. Las
alteraciones de la MEC facilitan el avance del parasito por el tejido y modulan la
presencia de moléculas (factores de crecimiento, citoquinas, quimiocinas) que a su
vez permite al parasito modificar la respuesta inflamatoria e inmune. Por otro lado
estas interacciones del parasito con la MEC inducen vias de transduccién de
sefiales que facilitan la entrada de T. cruzi a las células, paso fundamental en el
ciclo de vida del parasito, ya que requiere el medio intracelular para replicarse en

el hospedero mamifero (Andrade y Andrews, 2005).
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Infeccion de vellosidades coridnicas placentarias por T.cruzi

La induccién de alteraciones celulares y la interacciéon con la MEC durante la
infeccion con T. cruzi han sido estudiados principalmente en cultivos de células de
mamifero. Estos cultivos corresponden a lineas celulares y no a cultivos primarios.
Los estudios en tejidos humanos se centran en examenes histopatolégicos de
necropsias de pacientes chagasicos, que no informan sobre mecanismos de

invasion.

No obstante, se ha utilizado el tejido placentario humano como posible modelo de
estudio de la infeccion tisular ex vivo del parasito (Sartori et al., 2003; Lin et al.,
2004; Lujan et al., 2004; Mezzano et al., 2005; Sartori et al., 2005; Shippey et al.,
2005) La posibilidad de contar con un tejido para el estudio de la invasiéon
parasitaria permite trabajar en condiciones que se asemejan mas a los procesos
gue 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 cumple nuevas 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.

El tejido placentario ha sido usado ampliamente en estudios basicos biomédicos
(Grimm, 1955; Seeho et al.,, 2008). Cultivos de explantes de vellosidades
coriénicas se han utilizado en estudios sobre los efectos de presiones parciales de
O:2 (especialmente hipoxia) en el tejido placentario en relacién a patologias como
la pre-eclampsia (Benyo et al., 1997; James et al., 2006; Robinson et al., 2008;
Seeho et al., 2008). Adicionalmente se ha usado este modelo en estudios de
diferenciacion celular (Fujiwara, 2007), efectos de farmacos (Gedeon y Koren,
2006), invasion celular viral (Halwachs-Baumann, 2006) y parasitaria intracelular
como T. cruzi (Sartori et al., 2003; Lin et al., 2004; Lujan et al., 2004; Mezzano et
al., 2005; Sartori et al., 2005).
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Asi, se ha infectado ex vivo vellosidades corionicas de placentas obtenidas de
alumbramientos en partos por cesarea (Sartori et al., 2003; Lin et al., 2004; Lujan
et al. 2004; Mezzano et al., 2005; Sartori et al., 2005). Algunos de estos trabajos
describen alteraciones en los microfilamentos de actina en el sinciciotrofoblasto
(Sartori et al., 2003), fosfatasa alcalina placentaria (Mezzano et al., 2005; Sartori et
al., 2005) y disminucién del receptor para el factor de crecimiento epidérmico (Lin
et al., 2004). En estos trabajos se utiliza una concentracion de paréasitos alta  (10°
parasitos/ml). Por lo que es necesario establecer nuevas condiciones optimas

infeccién en este modelo.

En la presente memoria se propone establecer las condiciones O6ptimas de
infeccidon ex vivo de vellosidades coridnicas humanas con T. cruzi y estudiar las
alteraciones tisulares, especificamente a nivel de MEC e induccion de apoptosis,

provocadas por el parasito en la barrera placentaria.

22



HIPOTESIS

La infeccion ex vivo con T. cruzi de vellosidades coridnicas placentarias humanas

induce alteraciones tisulares y apoptosis.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto a nivel celular y tisular de la infeccion ex vivo de vellosidades

coriénicas placentarias con T. cruzi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar el modelo de infeccidén de vellosidades coridnicas de placenta
humana ex vivo con tripomastigotes de T. cruzi en relacion a:
a) El numero minimo de parasitos necesarios para lograr la infeccion.
b) El tiempo minimo de contacto entre parasitos y vellosidades

placentarias para lograr la infeccion.

2. Determinar alteraciones histopatoldgicas en los distintos compartimentos de

las vellosidades coridnicas humanas infectadas ex vivo con T. cruzi.

3. Determinar la degradacion y destruccion de la matriz extracelular en las
vellosidades coridnicas de placenta humana durante la infeccion ex vivo
con T. cruzi, especificamente:

a) Degradacion y desorganizacion de componentes de las laminas
basales presentes en las vellosidades corionicas:
e Laminina.
o Fibronectina.e
Colageno IV.
¢ Heparansulfato.
b) Degradacion y desorganizacion de colageno | de la MEC del tejido

conectivo fetal.

4. Determinar la induccion de apoptosis en las vellosidades corionicas de

placenta humana durante la infeccion ex vivo con T. cruzi
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MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares: Células VERO® (fibroblastos de rifion de mono verde
africano) (ATCC® CCL-81) fueron sembrados en frascos de cultivo Falkon de
25 cm?a una densidad de 4000 células/cm?, en medio RPMI suplementado
con bicarbonato de sodio 0,22%, estreptomicina 100 pg/mL, penicilina 100
pg/mL y suero fetal bovino al 10% para crecimiento o al 5% para
mantenimiento. Las células fueron cultivadas a 37°C en una atmosfera
hameda con 5% CO3, substituyendo el medio cada 24 a 48 horas. (Salas et
al., 2008).

Obtencion de formas infectivas de T. cruzi: Células VERO® en
semiconfluencia 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 colecté el medio de cultivo y se centrifugd
a 500 x g por 5 minutos para separar las células en suspension. El
centrifugado se dejo 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
resuspendidos en medio RPMI y el nimero de células fue determinado en una
camara de Neubauer (Vieites et al., 2009).

Obtencién de placentas: Se obtuvieron 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
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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 la muestra. Las placentas provenian de madres
sanas con embarazos monogestacionales y fetos con crecimiento normal. Los
criterios de exclusion para la obtencion de placentas fueron cualquier patologia
materna, fetal o placentaria. Los 6rganos se recogieron en tampon fosfato
salino pH 7,2 (PBS, NaCl 135 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4
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 insercién del cordon
umbilical cuyas caras placentarias maternas y fetales fueron desechadas. Se
obtuvieron trozos de tejido de vellosidades coridnicas 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).

Infeccidn ex vivo de vellosidades corionicas con T. cruzi: Las vellosidades
coridnicas fueron incubadas en presencia y ausencia de diferentes
concentraciones de tripomastigotes de la cepa DM28c (10% a 2x10°% y a
diferentes tiempos (1, 2, 6, 12, 24, 48 y 72 horas) en medios de cultivo RPMI
suplementado con antibiéticos y 10% suero fetal bovino inactivado (Lin et al.,
2004).

Técnicas histoldgicas: Las vellosidades coridnicas fueron fijadas durante 24
horas en formaldehido 4% preparada en un tampo6n fosfato pH 7,3.
Posteriormente fueron lavadas en agua corriente durante 2 horas,
deshidratadas 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
(Kiernan, 2008). Posteriormente se obtuvieron cortes de 5 ym de espesor para
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técnicas histolégicas de rutina, histoquimicas e inmunohistoquimicas. La
inmunodeteccion de los componentes de las laminas basales requirié cortes
de 8 ym de espesor. Los cortes fueron colocados en portaobjetos silanizados
con carga positiva (Superfrost® plus, Thermo scientific). 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. Los preparados
fueron sometidos a las diferentes técnicas descritas mas abajo y montados
con Entellan (Merck®) (Kiernan, 2008), 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 GIMP. Los preparados
sometidos a inmunofluorescencia o TUNEL fueron observados en wun
microscopio de epiflurescencia Nikon Eclipse E400 (Tokio, Japén) y las
imagenes fueron capturadas con una cadmara Nikon Digital Sight y procesadas
con el software NIS-Elements F 3.0 e ImageJ 1.43.

Tincién Hematoxilina-eosina: Este método fue utilizado para el andlisis

histolégico de rutina. La hematoxilina es un colorante basico que tifie
estructuras basodfilas de color azul-violeta oscuro. La eosina es un colorante
acido que tifie estructuras aciddfilas de color rojo o rosado.

Las muestras fueron tefiidas por 2 minutos en hematoxilina de Mayer, lavados
en agua corriente por 5 minutos, seguido de lavados en agua destilada por 2
minutos, tefiidos en eosina acuosa al 10% acidificada con &cido acético glacial
por 3 minutos para luego ser enjuagados con agua destilada (Kiernan, 2008) y

procesados segun descrito anteriormente.

Tincién de acido peryddico-schiff (PAS): Este método se utiliza para identificar

el glicogeno en tejidos. El acido peryoddico oxida los grupos hidroxilo de
hexosas neutras a aldehidos, que son visualizados con el reactivo de Schiff

resultando un color rojo purpura (Thompson, 1966). Las membranas basales
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presentan macromoléculas con una alta proporcién de hidratos de carbono
(Junqueira, et al., 1979), por lo cual se tifien mediante la reacciébn de PAS
(Kiernan, 2008).

Las muestras fueron procesadas para analisis histolégico de rutina, como
descrito anteriormente. Se utilizo el kit de tincion PAS (kit PERIODIC ACID-
SCHIFF (PAS) STAINING SYSTEM) de Sigma-Aldrich®, segun Ilas
instrucciones informadas por el fabricante. Los cortes fueron desparafinados e
hidratados como ya fue descrito anteriormente, sumergidos en agua
desionizada, tres veces por 5 minutos cada vez, luego sumergidos en soluciéon
de acido peryodico, durante 5 minutos a temperatura ambiente, lavados al
menos 10 veces en agua destilada cambiando el agua cada vez, sumergidos
en reactivo de Schiff, durante 15 minutos a temperatura ambiente y lavados
durante 5 minutos en agua corriente. El contraste nuclear se realiz6 mediante
tincion nuclear con hematoxilina de Gill por 90 segundos, finalmente fueron
deshidratadas, aclaradas y montadas en medio Entellan® como ya fue
descrito. Adicionalmente se realizaron controles de la técnica mediante la
aplicacion, en los cortes previo a la tincién, de a-amilasa (4 pg/mL) durante 30

minutos a 37° C.

Tincién de picro rojo sirio: Este método histoquimico se utiliza para determinar

los elementos fibrilares de la MEC, especificamente colageno | y Ill. El rojo sirio
es un colorante fuertemente anidnico que tifie a las fibras de colageno
mediante sus grupos de acido sulfénico con residuos basicos presentes en las
moléculas de colageno. La molécula de rojo sirio es alargada y se une en
forma paralela a las moléculas de tropocolageno. Esta asociacion paralela
entre colorante y tropocolageno resulta en un aumento de la birrefringencia,
gue se aprecia en un microscopio 6ptico con luz polarizada. El colageno | se
observa de color rojo o naranja mientras que el colageno Il se observa de

color verde. (Junqueira et al., 1979).
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Las muestras fueron procesadas para analisis histolégico de rutina, como
descrito anteriormente. Las muestras fueron tefiidas por 8 minutos con
hematoxilina de Mayer, lavados con agua corriente por 10 minutos, sumergidos
en una solucion de picro rojo sirio (0,5 g Direct red 80 (Sigma-Aldrich®), en 500
ml. de solucidn acuosa sobresaturada de acido picrico (Sigma-Aldrich®)) por
una hora, lavados dos veces con agua destilada acidificada al 0,5% con acido
acético glacial, y lavados con agua destilada 3 veces cambiando el agua cada

vez.

Inmunohistoquimica: Las muestras fueron procesadas para técnicas
inmunohistoquimicas de rutina. Se utilizd el kit ABC-R.T.U Vectastain
Universal® (ScyTek, ACA) para la técnica de inmunoperoxidasa, para la
deteccion de los diversos antigenos en los cortes de las vellosidades

coridnicas incubadas en presencia o ausencia del parasito.

Los cortes desparafinados fueron incubados con bloqueador de peroxidasas
endogenas (ScyTek, ACA) y suero normal equino R.T.U al 2,5% (ScyTek, ACA).
La dilucion de los anticuerpos primarios, tiempo y temperatura 6ptima de
incubacion fueron determinados experimentalmente en el laboratorio:
Anti-laminina: (ABR® MA1-21194) en una dilucién 1:20 v/v durante toda la
noche a 4° C.

Anti-fibronectina: (ABR® MA1-83176) en una dilucién 1:50 v/v durante toda la

noche a 4° C.
Anti-heparansulfato: (Novocastra® NCL-CD44-2) en una dilucion 1:40 viv

durante toda la noche a 4° C.
Anti-colageno 1V: (Novocastra® NCL-COLL-1V) en una dilucion 1:100 v/v
durante toda la noche a 4° C.

Anti-lactdgeno placentario: (Novocastra® NCL-PLp) en una dilucion 1:250 v/v

durante 1 hora a T°ambiente.
Anti-citoqueratina 18: (Roche®, M-30 CytoDEATH, Catalog N°: 2140322) en

una dilucion 1:200 v/v durante toda la noche a 4° C.

29



Posteriormente, las muestras fueron incubadas con un anticuerpo secundario
biotinilado (Kit RTU Vectastain (ScyTek, ACA)) y el complejo antigeno-
anticuerpo revelado con el cromdgeno diaminobencidina (DAB). El contraste
nuclear se realiz6 con Hematoxilina de Mayer. Los controles negativos de la
técnica inmunohistoquimica fueron realizados mediante la sustitucion de los
anticuerpos primarios con PBS. Para la inmunodeteccion de lactégeno
placentario se utilizaron cortes de 5 ym y para la inmunodeteccion de laminina,
fibronectina, colageno IV, heparansulfato y citoqueratina 18 se necesitaron
cortes de 8 uym. La deteccion de estos Ultimos antigenos se realiz6 post-
tratamiento de recuperacion de antigeno mediante incubacion en un tampon
citrato de sodio (Antigen Unmasking Solution® (ScyTek, ACA)) a 100° C
durante 60 minutos en una vaporera Oster® (Modelo 5711-052, Oster).

Inmunofluorescencia: Los cortes desparafinados fueron incubados 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 monoclonal mAb25 (Anti-T. cruzi ‘“flagellar
calcium binding protein” Gentileza Dr. Sergio Schenkman, Departamento de
Microbiologia, Inmunologia y Parasitologia, Universidad Federal de Sao Paulo,
SP. Brasil) fue aplicado en una dilucién 1:100 v/v durante toda la noche a 4°
C. Posteriormente, las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS por 5
minutos cada vez, e incubadas con anticuerpo secundario fluorescente (1:400
v/v) (Fluorescein Anti-Mouse 1gG (H+L) VECTOR (ScyTek, ACA)) durante 1
hora y lavadas con PBS como se explica anteriormente. Luego las muestras
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)). Los controles negativos de la técnica inmunofluorescencia fueron
realizados mediante la sustitucién de los anticuerpos primarios con PBS. Todo

el proceso fue realizado en una cadmara himeda y en ausenciade luz. Las
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muestras se observaron en un microscopio de epifluorescencia como fue

descrito anteriormente.

TUNEL: La visualizacion de apoptosis 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 extremos 3" libres por lo que los nucleos celulares positivos a la reaccion

presentan fluorescencia verde (Kiernan, 2008).

Para ello, los cortes fueron montados en portaobjetos silanizados con carga
positiva (Superfrost® plus, Thermo scientific), desparafinados mediante dos
inmersiones 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 solucién 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 solucién de proteinasa K (20 pug/ml) por 10
minutos, lavadas en PBS por 5 minutos, incubadas en tampén 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 pl de la mezcla de
reaccion TdT (45 pl de tampdn de equilibrio, 5 pl de mezcla de nucleétidos
(50uM fluoresceina-12-dUTP, 100 uM d ATP, 10 mM Tris-hcl (pH 7,6), 1 mM
EDTA, 1 ul de enzima rTdT), cubiertas con cubreobjetos plasticos e incubadas
durante 60 minutos a 37° C; en camara humeda. La reaccion enzimatica fue
detenida mediante inmersién en tampdén 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 nucleos fueron tefiidas con DAPI
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(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 tincién con
DAPI se realizaron en ausencia de luz. Las muestras se observaron en un
microscopio de epifluorescencia como descrito anteriormente. El indice
apoptotico se obtuvo por recuento de nucleos positivos a la reaccion de TUNEL

versus células totales, con un recuento de 200 nucleos en duplicado.

Extraccién 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 pul de
solucién para lisis de nucleos. EI homogenado fue incubado a 65° C por 20
minutos, posteriormente se agregd 3 ul 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 ul de solucién para precipitacion de
proteinas y un centrifugado a 15000 x g por cuatro minutos. Se recolecto el
sobrenadante, el cual se agreg6 a un tubo con 600 pul 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
agrego6 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 dejé 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.

El DNA fue cuantificado mediante el kit Quant-iTTM dsDNA BR Assay
(Invitroogen®) segun instrucciones del fabricante. Se preparo una solucion de
200 pl (198 ul de Quant-iTTM dsDNA BR buffer, 1 pl de Quant-iTTM dsDNA

BR reagent y 1 pl de DNA gendémico) que fue incubada por dos minutos a
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temperatura ambiente, posteriormente la absorbancia de la fluorescencia fue

leida en un fluorimetro (Quibit® fluorometer).

Reaccion de polimerasa en cadena (PCR): Para la reaccion de PCR se
prepar6 una mezcla de 25 pl 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,
seguidos 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 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 bérico 89 mM, EDTA 2 mM) y se tifieron con

bromuro de etidio.

Determinacion de actividad enzimatica tipo caspasa — 3: Las vellosidades
coriénicas humanas control e infectadas con 10°y 10° tripomastigotes de T.
cruzi durante 24 horas fueron homogenizadas en un tampon de lisis celular
(CaspACETM Assay System, Colorimetric, Promega) y posteriormente
centrifugados a 16000 x g durante 10 minutos a 4° C. El ensayo se realizd
utilizando el Kit de ensayo de la caspasa 3 de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Sigma CASP-3-C), que también contiene el inhibidor de la caspasa
3 Ac-DEVD-CHO (acetil-Asp-Glu-Val-Asp-AL, Sigma). La mezcla de reaccion
contenia 200 mg de proteina total (determinado por el método de Bradford
(Bradford, 1976), 64 ml de soluciéon tampon de ensayo caspasa, 4 ml de
DMSO, 20 ml de DTT (100 mM), y 4 ml del sustrato Ac-DEVD-PNA (N-acetil-
Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilida) (10 mM). Alicuotas de las mezclas de ensayo

fueron co-incubadas en presencia del inhibidor de la caspasa 3 Ac-DEVD-CHO
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(50 mM). Las muestras fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. La
degradacion del sustrato Ac-DEVD-PNA por caspasa — 3 genera p-nitroanilina,
que presenta un color amarillo que es medido en un espectrofotometro a 405
nm. Las diferencias de absorbancia entre las muestras con y sin inhibidor de la
caspasa 3 fueron considerados como actividades tipo caspasa — 3 y se
expresaron como actividades enzimaticas especificas (pMol pNA

liberado/mg/h).

Andlisis estadistico: Los resultados fueron expresados en promedio mas
desviacién estandar. La significancia de las variables mdltiples fue evaluada
mediante ANDEVA seguido por “Dunnett’'s post test” (compara todas las

columnas respecto al control) (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.

Bioseguridad: EI laboratorio cuenta con los requerimientos basicos de
Bioseguridad, certificado por la "Unidad de Prevencion de Riesgos vy
Bioseguridad de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile" (anexo 2).
Las formas infectivas del parasito fueron manipuladas por la profesora
guia.

Bioética: Este estudio cuenta con la aprobacion del “Comité de Etica Humana

de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile” (anexo 3).
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RESULTADOS

Estandarizacion del modelo de infeccion de vellosidades
corionicas de placenta humana ex vivo por tripomastigotes de T.
cruzi

Se incubaron trozos de tejido placentario (0,5 cm®) durante 24 — 96 horas en
presencia y ausencia de distintas concentraciones de tripomastigotes cepa DM28c
(10000 - 2000000) en un volumen final de 1 ml de medio de cultivo.

Mediante inmunofluorescencia se evidencié infeccion a las 24 horas con 10°
parasitos (Fig. 6 E — H). La técnica mas sensible de PCR permitié detectar DNA
parasitario en las vellosidades coridnicas infectadas con tan sélo 10° paréasitos
(Fig. 6 1).

Adicionalmente, se determiné la mantencion de las estructuras de las vellosidades
coriénicas en cultivo. Para ello fueron procesadas mediante técnicas histolégicas
convencionales y tefiidas con hematoxilina-eosina. Se observdO que las
vellosidades coriénicas humanas pierden su morfologia normal después de 4 — 5

dias en cultivo.

Se logré establecer una infeccion ex vivo de vellosidades coriénicas con T. cruzi

incubando el tejido placentario con 10° paréasitos durante 24 horas.
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Determinacion de alteraciones histopatolégicas en los distintos
compartimentos de las vellosidades coridonicas humanas
infectadas ex vivo con T. cruzi

Se observan severas alteraciones histopatolégicas en las vellosidades coridnicas
incubadas con distintas concentraciones de parasito (Fig. 7). El dafio tisular es
proporcional a la concentracién de parasitos utilizados para la infeccidén ex vivo. Se
observa destruccion y separacion del sinciciotrofoblasto al tejido conectivo fetal
vecino. El tejido conectivo fetal también muestra un marcado dafio. Se observo la
posible presencia del parasito en las vellosidades coridnicas incubadas con

tripomastigotes (flechas amarillas en Fig. 7).

T. cruzi induce destruccion 'y desprendimiento del
sinciciotrofoblasto

El sinciciotrofoblasto es el tejido de la vellosidad coridnica, que esta4 en contacto
con el espacio intervelloso que contiene sangre materna. Durante la transmision
vertical, el primer tejido fetal con el cual los diversos patégenos pueden interactuar
es el sinciciotrofoblasto. Se analiz6 en forma mas especifica esta estructura de la
vellosidad coridnica mediante analisis inmunohistoquimico, utilizando un
anticuerpo marcador de sinciciotrofoblasto (Ac anti-lactdgeno placentario humano)
(Fig. 8). Se incubaron vellosidades cori6nicas en ausencia y presencia de 10° y
10° tripomastigotes. En las vellosidades coridnicas incubadas con el parasito se
observa destruccién y desprendimiento del sinciciotrofoblasto (Fig. 8 B 'y C),
efecto mas evidente en las vellosidades coridnicas incubadas con la concentracion

méas alta de tripomastigotes (Fig. 8 C).
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T.cruzi induce desorganizacion y destruccién selectiva de las
lAminas basales

Las laminas basales son estructuras de la MEC que se ubican entre tejidos
epiteliales y tejidos conectivos. En las vellosidades coridnicas las laminas basales
se ubican entre el trofoblasto y tejido conectivo fetal y alrededor de los endotelios
de los capilares fetales. La formacion de una barrera ante la posible invasion de
patdgenos constituye una de sus mdultiples funciones. Por otra parte, se ha
descrito que el parasito utiliza moléculas de las ldminas basales como receptores
para la invasion tisular. Para poder alcanzar a los capilares fetales en parasito
debe atravesar las distintas laminas basales presentes en las vellosidades
coridnicas. Las laminas basales presentan un alto porcentaje de moléculas
glicosiladas, entre ellas glicoproteinas como laminina y fibronectina; vy
proteoglicanos como el heparansulfato. ElI analisis mediante la  técnica
histoquimica de acido peryddico de Schiff (PAS) mostré una disminucién marcada
de estos componentes de la ldmina basal en las vellosidades infectadas con el
parasito respecto a las vellosididades controles (Fig. 9). Esta disminucion fue
particularmente evidente en las vellosidades incubadas con la concentracion mas
alta de tripomastigotes (Fig. 9 E). Se incubaron adicionalmente cortes de
vellosidades controles con a-amilasa durante 30 minutos a 37° C como control de
la técnica (Fig. 9 B); en esta muestra se observa una franca disminuciéon de la
tincion de PAS respecto al control (Fig. 9 A). La disminucién de la tincion PAS
evidencia una menor presencia de macromoléculas glicosiladas en las

vellosidades infectadas con T. cruzi.

Posteriormente se realiz6 un estudio mas especifico de los componentes que
forman parte de las laminas basales y que puedan estar afectadas por la
presencia de parasito. Mediante técnicas inmunohistoquimicas se analizd las
glicoproteinas laminina y fibronectina, el proteoglicano heparansulfato asi como

colageno IV (Fig. 10).
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Vellosidades coridnicas incubadas con 10° tripomastigotes muestran una marcada
disminucién de inmunoreactividad para heparansulfato (Fig. 10 B) y laminina (Fig.
10 E), que se pierde completamente en los explantes incubados con 10° parasitos
(Fig. 10 C y F). La inmunoreactividad para colageno IV se mantiene en las
vellosidades coriénicas incubadas con 10° tripomastigotes (Fig. 10 H). Sin
embargo interesantemente, en los explantes incubados con 10° tripomastigotes se
pierde la inmunoreactividad en las laminas basales entre trofoblasto y tejido
conectivo fetal (Fig. 10 | asterisco amarillo), no asi en las laminas basales que
rodean al endotelio fetal (Fig. 10 | flecha amarilla). No se observan alteraciones
en la inmunoreactividad para fibronectina (Fig. 10 J —L).
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T.cruzi induce degradaciéon y desorganizacion de colageno | de la
MEC del tejido conectivo fetal

Durante la invasién tisular, ademas de atravesar sinciciotrofoblasto y laminas
basales, el parasito debe avanzar a través del tejido conectivo localizado entre las
laminas basales ubicadas entre trofoblasto y endotelio fetal (Fig. 5) El tejido
conectivo fetal de la vellosidad coridnica es de tipo laxo. El colageno | constituye el
principal componente fibrilar de la MEC de este tipo de tejido conectivo. Este
componente de la MEC se analizo mediante la técnica histoquimica de Picro Rojo
Sirio. Se observé severa desorganizacion del coladgeno | en vellosidades
corionicas infectadas ex vivo con el parasito (Fig. 11 B — C) respecto al control
(Fig. 11 A). El dafio se evidencia por la pérdida de birrefringencia de las fibras de
coldgeno |. La desorganizacién del colageno | es mayor en explantes incubadas

con 10° tripomastigotes que con 10° parésitos (Fig. 11 C).
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T.cruzi induce apoptosis en las vellosidades coridnicas
infectadas ex vivo

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

Durante el proceso de apoptosis se induce fragmentacion de DNA. En las
vellosidades coridnicas incubadas con tripomastigotes se observé un aumento
significativo de fragmentacion de DNA mediante la técnica de TUNEL respecto al
control (Fig. 12). Se observa en A, D, G, J imagenes correspondientes a contraste
de fase, en B, E, H, K imagenes correspondientes a la tincién nuclear con DAPI y
en C, F, I, L imagenes correspondientes a la reaccion de TUNEL. Las imagenes J-
L corresponden al control de la técnica, donde se incubd a los cortes, previo a la
reaccion de TUNEL, con DNAasa. El indice apoptotico aumenta de un 36,93% a
un 64,65% y 70,48% en las vellosidades coribnicas incubadas con 10° y10°
tripomastigotes (p < 0,05, p <0,01), respectivamente (Fig 12 M).

Otro evento importante durante el proceso apoptotico es la degradacién de
proteinas celulares por accion de caspasas (Alberts et al.,, 2008). En células
epiteliales, las caspasas efectoras degradan filamentos intermedios, tales como la
citoqueratina 18, exponiendo nuevos epitopos (Krol et al., 2005). Se observé en
las vellosidades incubadas con 10° tripomastigotes una marcada
inmunoreactividad para el neo-epitopo de la citoqueratina 18 (Fig. 13 B). Sin
embargo, las vellosidades cori6nicas incubadas con 10° tripomastigotes, muestran
un menor aumento en la inmunoreactividad (Fig. 13 C). Probablemente esta
diferencia se deba a que en las muestras incubadas con el mayor nimero de
parasito presenta un mayor dafio a nivel de sinciciotrofoblasto, el proceso de
apoptosis esté en una etapa mas avanzada y, por ende, el neo-epitopo se ha
degradado.
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Adicionalmente, realizamos una aproximacion mas funcional de las enzimas
proteoliticas involucradas en el proceso de apoptosis. Se determind la actividad
tipo caspasa — 3 utilizando a Ac-DEVD-pNA como sustrato colorimétrico para esta
enzima. En vellosidades coriénicas incubadas con 10° y 10° tripomastigotes la
actividad tipo caspasa — 3 aumenta 5y 9,5 veces, respectivamente (p< 0,05) (Fig.
14).

Por ende es posible afirmar que el parasito induce muerte celular programada tipo
apoptosis en vellosidades coridnicas humanas durante el proceso de infeccion e

invasion tisular.
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DISCUSION

Durante la transmision vertical el parasito cruza la barrera placentaria (Bittencourt,
1976; Andrade, 1982; Nisida et al., 1999; Carlier, 2005). Para alcanzar a los
capilares fetales, el parésito debe atravesar desde el espacio intervelloso, las
siguientes estructuras: sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, lamina basal, tejido

conectivo fetal, lamina basal del capilar fetal, y endotelio fetal.

El modelo de infeccién ex vivo de vellosidades coribnicas humanas, ya ha sido
utilizado previamente por otros autores (Sartori et al., 2003; Lin, et al. 2004;
Mezzano, et al., 2005). Sin embargo, estos autores han utilizado solo una
concentracién de parasitos (10° parasitos por ml). Por lo tanto, era importante
establecer una concentracion minima de parasitos para la infeccion ex vivo de las
vellosidades coridnicas humanas por T. cruzi. Se logro reducir, en un orden de
magnitud, la concentracién de parésitos (10° /ml) necesarios para obtener una
infeccion ex vivo exitosa y reproducible en explantes de vellosidades coridnicas.
Se considerd a la infeccidbn como exitosa cuando se pudo detectar el parasito tanto
por PCR como por inmunofluorescencia (Fig. 6).

El tiempo minimo necesario para lograr una infeccién exitosa fue de 24 horas,
tiempo que fue también determinado por otros autores (Sartori et al., 2003; Triquell
et al., 2009). Se ha utilizado sistemas de perfusion dual de placenta humana con
concentraciones aln mas altas de parasitos (10’ parasitos /ml) (Stuart et al., 2005).
En estos experimentos se describen “irregularidades como amastigotes”. Sin
embargo, estructuras similares observadas durante el desarrollo de esta memoria

no presentan inmunoreactividad para antigenos especificos del parasito.

La primera barrera que debe atravesar el parasito es el sinciciotrofoblasto. Durante
la infeccidn ex vivo de los explantes de vellosidades corionicas con tripomastigotes

de T. cruzi, se induce la destruccion y el desprendimiento de esta capa tisular.

Concentraciones mas altas del parasito (10°) inducen un mayor dafio tisular que
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las concentraciones mas bajas (10°) (Fig. 7 y 8). Otros patdgenos como
citomegalovirus (Chan y Guilbert, 2006) y parasitos como P. falciparum (Crocker et
al.,, 2004) y T. gondii (Abbasi et al., 2003) también provocan lesiones del
sinciciotrofoblasto. La destruccion y el desprendimiento del sinciciotrofoblasto,
tejido que esta en contacto con la sangre materna y en la cual diversos patégenos
pueden circular, podria constituir un mecanismo de defensa tratando de evitar la
infeccion congénita. La tasa de transmision congénita de distintos patdgenos es
variable, la de T. cruzi se describe entre un 1 — 20 % (World Health Organization,
2002). Esta tasa de transmision es relativamente baja, por lo que deben existir
mecanismos placentarios locales capaces de evitar la transmision. El
desprendimiento o descamacion de tejidos epiteliales, forma parte de la primera
barrera de defensa de un organismo frente a agentes infecciosos (Junqueira y
Carneiro, 2005).

Después de invadir las células de trofoblasto, el parasito debe atravesar el tejido
conectivo fetal. La lamina basal, una estructura especializada de moléculas de la
MEC, situado entre trofoblasto y el tejido conjuntivo fetal seria la siguiente barrera
para el parésito. Otra ldmina basal rodea al endotelio de los capilares fetales y
constituiria parte de la ultima barrera que debe atravesar cualquier patdgeno que
necesita alcanzar la circulacion fetal. El parasito presenta moléculas de la
superficie, como gp85 (Marino et al., 2003) y gp83 (Nde et al., 2006), con las que
se une a las glicoproteinas laminina y fibronectina (Marino et al., 2003; Nde et al.,
2006) y proteoglicanos como el heparansulfato (Lima et al., 2002). Durante la
infeccidn ex vivo de los explantes de vellosidades coridnicas con tripomastigotes
de T. cruzi, se induce una desorganizacion selectiva de distintos componentes de
las laminas basales. Se observa una marcada disminucion de moléculas
gicosiladas presentes en las laminas basales como se evidencia con la tincion de
PAS (Fig. 9). Especificamente se observa una disminucibn de Ila
inmunoreactividad para laminina y heparansulfato en las vellosidades coriénicas

incubadas con 10° tripomastigotes, la que se pierde completamente con 10°
parasitos. Colageno IV pierde la inmunoreactividad en la lamina basal contigua al

43



trofoblasto, no asi en las laminas basales que rodean al endotelio de los capilares
fetales. Probablemente la destruccion de esta glicoproteina en las laminas basales
endoteliales se produce en una etapa mas tardia de la infeccion.
Interesantemente, no se observan cambios en la inmunoreactividad para
fibronectina (Fig. 10). La disminucion de la inmunoreactividad en laminina,
heparansulfato y colageno IV se podria deber también a un cambio
conformacional en estas moléculas con enmascaramiento del antigeno necesario
para la detecciébn con el anticuerpo. Sin embargo, si existiese tal cambio
conformacional la estructura de las ldminas basales también quedaria alterada,
facilitando probablemente la invasion parasitaria. La disminucién de la reactividad
para PAS apoya la hipétesis de destruccion de moléculas glicosiladas mas que un

enmascaramiento de epitopos.

Estas moléculas han sido estudiadas también en otros tejidos, tales como bazo y
ganglios linfaticos. En estos tejidos se observa un aumento de expresion de
laminina (Marino et al., 2003). Estos estudios se han efectuado en modelos
murinos, diferente al modelo humano empleado en esta memoria. Se ha propuesto
gue el parasito induce un aumento de expresion de laminina que le permite unirse
a estas moléculas de la MEC e invadir a las células inmersas en esta estructura y
luego destruirla para movilizare en el tejido (Marino et al., 2003). La presencia de
laminina es fundamental para una infeccion efectiva, ya que el silenciamiento del
gen de la laminina inhibe la invasion celular del parasito (Nde et al., 2006). El
parasito posee proteasas tales como la cruzipaina que es capaz de degradar el
colageno IV y fibronectina asi como otros componentes de la MEC, facilitando asi
la exposicion de nuevos epitopos a los que T. cruzi se une (Scharfstein y Morrot
1999). De esta manera puede favorecer la unién a laminina y por ende la invasion

celular.

Entre el trofoblasto y capilares fetales, el tejido conectivo fetal es otro obstaculo
importante para el parasito. En la infeccién ex vivo de la vellosidad coriénica

humana el parasito induce una severa desorganizacion del colageno |l como lo
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demuestra la tincion con picro rojo sirio-hematoxilina (Fig. 11). La degradacion del
colageno | se debe probablemente a la presencia de cruzipaina (Scharfstein y
Morrot, 1999) o a la secrecion de metaloproteinasas tipo gelatinasas B que son
capaces de degradar al colageno | (Nogueira et al., 2010). Las metaloproteinasas,
especificamente las MMP-2 y MMP-9 pueden ser inducidas en el tejido por el
parasito, como se ha observado en el miocardio en ratones con enfermedad de
Chagas aguda. La inhibicidn de estas enzimas reduce la miocarditis y mejora la
supervivencia durante la fase aguda de la infeccién en este modelo (Gutiérrez et
al., 2008). En otros tejidos, especificamente en tejido conectivo que forma la
lamina propia de los tubulos seminiferos de ratones, la infeccion por T. cruzi,
también induce la desorganizacion del colageno | (Carvalho et al., 2009). Otro
punto importante a considerar es que el colageno es un componente fundamental
de la red tridimensional que forma la MEC. Esta red tridimensional estd formada
por los distintos tipos de colagenos, fibras elasticas, glicoaminoglicanos,
proteoglicanos y glicoproteinas (Junqueira y Carneiro, 2005). Si se destruye este
"esqueleto basico" de la MEC, la conformacion normal de MEC y el tejido se
desorganiza, condicién que facilitaria la movilizacion del parasito dentro de ellos.
Ademaés, se ha propuesto que las alteraciones de MEC producidas por la
presencia del parasito no sélo promueven su movilidad en los tejidos y su entrada
en las células, sino también alteran la presencia de citocinas y quimiocinas, que a
su vez permite a T. cruzi modular y evadir la respuesta inmune (Marino et al.,
2003).

La integridad de la célula hospedera es, muchas veces, un requisito para la
supervivencia y el desarrollo de agentes patdégenos. La activacidén o la prevencion
de la muerte celular parece ser un factor decisivo en el resultado de una infeccion,
ya que puede facilitar o dificultar el control de patdégenos 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 patégenos inducen apoptosis

en células del sistema inmune y evaden de esta manera el sistema de defensa del
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organismo. Por otro lado, la inhibicibn de apoptosis de una célula hospedera
puede permitir la proliferacion intracelular de un patégeno (Weinrauch vy
Zychlinsky, 1999).

Trypanosoma cruzi puede inducir, retardar o inhibir la apoptosis en células del
hospedero (Heussler et al., 2001; Dosreis y Lopes, 2009). Tanto los parésitos
intracelulares como las células hospedera sufren apoptosis durante la infeccion
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, 2002; De Souza et al., 2003), por lo que la induccién de

apoptosis seria un mecanismo de evadir la respuestainmune.

Se han descrito patégenos que inducen la apoptosis en la placenta humana como
el citomegalovirus (Chan y Guilbert, 2006) y parasitos como T. gondii (Abbasi,
2003) y P.falciparum (Crocker et al., 2004).

Este es el primer trabajo que describe la induccion de apoptosis en placenta
humana por T. cruzi. Se induce la muerte celular tipo apoptosis en las vellosidades
coridnicas tanto en el trofoblasto como en tejido conectivo fetal como se evidencia
mediante la técnica de TUNEL (Fig. 12). Adicionalmente se cuantifico la actividad
de caspasas efectoras del proceso apoptético, actividad que se ve
significativamente aumentada en las vellosidades coridnicas incubadas con el
parasito (Fig. 14). La actividad de caspasas es funcion, de la concentracion de
parasitos. Adicionalmente se determind la inducciébn de apoptosis en el
sinciciotrofoblasto mediante la deteccion de un neo-epitopo, generado por
caspasas, de citoqueratina 18 (Fig. 13). Interesantemente, la inmunoreactividad
de este antigeno es mas evidente en las vellosidades coridnicas incubadas con
105 parasitos que con una concentracion mayor, contrariamente a lo observado

con otros componentes de la MEC y con la induccion de muerte celular.

Probablemente una cantidad mas alta de parasitos, induce una mayor actividad de
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caspasas, con fuerte destruccion tisular, o mas temprana, que una menor

concentracion de parasitos.

Los resultados de esta memoria demuestran que el parasito durante su proceso de
infeccion e invasion tisular destruye los distintos elementos de la MEC e induce
apoptosis en los distintos compartimentos de las vellosidades coridnicas. El
modelo de infeccion ex vivo de vellosidades coridnicas humanas, constituye por
ende una excelente herramienta para estudiar los mecanismos de infeccion e

invasion tisular del parasito.

Por lo tanto en sintesis, la infeccion ex vivo de vellosidades coriénicas humanas
con T. cruzi induce:

* Destruccion y desprendimiento del sinciciotrofoblasto.

¢ Desorganizacion y destruccion selectiva de las laminas basales.

¢ Desorganizacion y destruccion de colageno | del tejido conectivo fetal.

e Apoptosis en los distintos compartimentos tisulares de la vellosidad

coridnica.
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CONCLUSION

Trypanosoma cruzi induce dafio celular y tisular severo en las vellosidades
coriénicas, lo que facilitaria su ingreso a los capilares fetales y permitiria la
infeccion del feto.
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FIGURA 1 Paises con enfermedad de Chagas endémica.
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FIGURA 2. Tasa de incidencia de la enfermedad de Chagas en Chile.
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Fuente: Organizacién Mundial de la Salud
<http://www.who.int/tdrold/diseases/chagas/lifecycle.htm>

FIGURA 3 Ciclo bioldgico de T. cruzi.

El insecto vector (triatomino) al alimentarse de sangre de un individuo infectado con el
parasito junto con esta ingiere los tripomastigotes. A medida que éstos avanzan por el
tracto digestivo del insecto vector se diferencian a epimastigotes, los cuales se multiplican
guince a treinta veces. Cuando los epimastigotes alcanzan al intestino posterior del
triatomino se diferencian nuevamente a tripomastigotes metaciclicos. El insecto al
alimentarse nuevamente e inmediatamente después deyecta sus desechos contaminados
con parasitos que ingresan al individuo a través del sitio de la picadura o a través de las
mucosas. Los tripomastigotes penetran células nucleadas y se diferencian a amastigotes
multiplicandose repetidas veces intracelularmente. Posteriormente se diferencian a
tripomastigotes, lisan la célula, alcanzan la circulacion y se diseminan por todo el
organismo, quedando expuestos para que nuevamente sean ingeridos por un triatomino
cerrando asi, el ciclo bioldgico.
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Fuente: Universidad de Texas Arlington.
<http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.htmI>

FIGURA 4 Formas celulares de T.cruzi.

El parasito presenta tres formas celulares diferentes: (A) tripomastigote, forma infectante,
no proliferativa; (B) epimastigote, forma multiplicativa que se sitia en el tubo digestivo del
agente vector y en cultivos; y (C) amastigote, que es la forma replicativa intracelular en los
mamiferos.
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FIGURA 5 Barreraplacentaria.

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).
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FIGURA 6 Deteccion de T. cruzi en vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con el
parasito.

Vellosidades coridénicas humanas fueron incubadas durante 24 en ausencia (A — D) y
presencia de 10° (E — H) tripomastigotes. Se observa la presencia del parasito mediante
inmunodeteccion del antigeno “T. cruzi flagellar calcium binding protein”. Se detecta al
parésito en el interior de las vellosidades coridnicas humanas infectadas ex vivo (E — H).
Las muestras fueron procesadas mediante técnicas de inmunofluorescencia
convencionales. En (I) se muestra la deteccién del parasito en vellosidades coriénicas
infectadas con T. cruzi mediante PCR.
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FIGURA 7 Analisis histopatolégico de vellosidades coriénicas infectadas ex vivo con T.
cruzi.

Vellosidades coridnicas humanas fueron incubadas durante 24 horas con
concentraciones decrecientes de tripomastigotes cepa DM28c de 2 x 10° (B) a 1,25 x
10° (H). Las vellosidades coriénicas incubadas con tripomastigotes muestran un marcado
dafio tisular respecto a las vellosidades controles (A). Se observa separacion y
desorganizacion del sinciciotrofoblasto asi como destruccién del tejido conectivo fetal.
Las flechas amarillas indican la posible presencia del parasito en el tejido. Las
vellosidades corionicas fueron procesadas mediante técnicas histologicas convencionales
y tefiidas con hematoxilina eosina.
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FIGURA 8 T. cruzi induce destruccion y desprendimiento del sinciciotrofoblasto.

Las vellosidades coridnicas incubadas con 10° (B) y 10° (C) tripomastigotes cepa DM28c
durante 24 horas muestran desprendimiento y destruccién del sinciotrofoblasto respecto
a las vellosidades coriénicas controles (A) evidenciado mediante la inmunodeteccion de
lactégeno placentario humano (marcador de sinciotrofoblasto). Las flechas indican al
sinciciotroboblasto mientras que el triangulo indica area de desprendimiento del
sinciotrofoblasto. Las vellosidades coridnicas fueron procesadas mediante técnicas
inmunohistoquimicas convencionales y la reaccién antigeno anticuerpo fue revelado con
DAB.
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FIGURA 9 T.cruzi induce disminuciéon de macromoléculas glicosiladas.

Vellosidades coriénicas humanas fueron incubadas durante 24 horas con 10° (D) y 10°
tripomastigotes (E). Las vellosidades corionicas incubadas con tripomastigotes muestran
un marcado dafio tisular respecto a las vellosidades controles (A-C). Las vellosidades
coriénicas incubadas con el parasito (D y E) muestran menor tincibn para moléculas
glicosiladas (PAS) que las vellosidades controles (A y C). Las vellosidades corionicas
incubadas con la concentracién mas alta de parasitos (E) muestran menor tincion que las
vellosidades controles (A y C) o incubadas con una menor concentracion de
tripomastigotes (D). En (B) se muestra imagen de un preparado histolégico de
vellosidades coridnicas tratadas previamente con a amilasa durante 30 minutos a 37°C
como control de la reaccion de PAS. Flechas amarillas indican laminas basales PAS +.
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FIGURA 10 T.cruzi induce destruccion selectiva de las laminas basales.

Vellosidades coriénicas humanas fueron incubadas durante 24 horas con 10° (B, E, H, K)
y 10° (C, F, I, L) tripomastigotes cepa DM28c. Las vellosidades coridnicas incubadas con
tripomastigotes muestran un marcado dafio tisular respecto a las vellosidades controles
(A, D, G,J). Se observa una disminucién de la inmunoreactiviad para heparansulfato (B) y
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laminina (E) en las vellosidades incubadas con 10° tripomastigotes, y ausencia de
reactividad en las vellosidades incubadas con 10° tripomastigotes (C y F). En las
vellosidades cori6nicas incubadas con 10° tripomastigotes no se pierde la
inmunoreactividad para colageno IV. En las vellosidades corionicas incubadas con 10° se
pierde la inmunoreactividad en las laminas basales que separan el trofoblasto del tejido
conectivo fetal (I, asterisco amarillo), no asi alrededor de los vasos sanguineos fetales
(). Las flechas amarillas indican marcas inmunopositivas para el antigeno estudiado. No
se observa alteracién en la inmunoreactividad para fibronectina (J-L). Las vellosidades
coriénicas fueron procesadas mediante técnicas inmunohistoquimicas convencionales y la
reaccion antigeno anticuerpo fue revelado con DAB.
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FIGURA 11 T.cruzi induce destruccién y desorganizacion de colageno | en el tejido
conectivo fetal.

Vellosidades coridnicas humanas fueron incubadas durante 24 horas en ausencia (A) v,
con 10° (B) y 10° (C) tripomastigotes DM28c. Las vellosidadades coriénicas incubadas
con tripomastigotes (B y C) muestran una marcada desorganizacién del colageno | en el
tejido conectivo fetal asi como desorganizacion y separacion del sinciciotrofoblasto. Las
vellosidades coridnicas fueron procesadas mediante técnicas histolégicas
convencionales; el colageno | se identificd con la técnica histoquimica de picro rojo sirio.
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FIGURA 12 T.cruzi induce fragmentacién de DNA en las vellosidades coridnicas.

Vellosidades coriénicas humanas fueron incubadas durante 24 horas con 10° (D, E, F) y
106 (G, H, I) tripomastigotes cepa DM28c. Las vellosidades coridnicas incubadas con
tripomastigotes (D — I) muestran un aumento en las células TUNEL+ (F, I) respecto a las
vellosidades controles (A — C). En J, K y L se muestran vellosidades coridnicas controles
tratados con DNAasa. En M se muestra cuantificacion de las células TUNEL+, el aumento
de las células TUNEL+ respecto al control es estadisticamente significativo (* p < 0,05, **

p <0,01).
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FIGURA 13 T.cruzi induce la generacién, mediada por caspasas, de neo-epitopos de
citoqueratina 18.

Las vellosidades coriénicas fueron incubadas con 10° (B) o 10° (C) tripomastigotes cepa
DM28c durante 24 horas. Las vellosidades coridnicas incubadas con 10° paréasitos
muestran una marcada inmunoreactividad para el neo-epitopo de citoqueratina 18
(flechas) (B), vellosidades coridnicas incubadas con 10° parasitos presentan una menor
inmunoreactividad (C). En vellosidades controles no se aprecia inmunoreactividad para el
neo-epitopo (A). Las vellosidades coridnicas fueron procesadas mediante técnicas
inmunohistoquimicas convencionales y la reaccién antigeno anticuerpo fue revelado con
DAB.
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FIGURA 14 T.cruzi induce actividad tipo caspasa — 3 en vellosidades coriénicas.

Vellosidades coridnicas incubados con 10° 6 10° tripomastigotes cepa DM28c durante 24
horas muestra un aumento significativo de la actividad tipo caspasa — 3 (DEVDase). Los
resultados se expresan como porcentaje relativo de la actividad tipo caspasa en las
vellosidades corionicas control. Los datos se expresan como promedio + S.E.M. P <0,01.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

Nombre del Investigador principal: Ulrike Kemmerling

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

Teléfonos: 9786261, 9786018, 9786783

Le estamos invitando a participar en el proyecto de im(:;:fgacién *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 a un nimero total de 80 pacientes, del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile

Procedimientos: Si Ud. acepta participar donara la placenta que se obtendra
durante el parto, la cual serd 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 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 realizaran con la placenta seran posterior e
independientes del parto.

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

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

Compensacion: Ud. no recibird ninguna compensacion econémica por su
participacion en el estudio
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Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su parlicipacidn en este + 4
estudio sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el
acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion,
Cualguier publicacidn o comunicaciin centifica de los resultados de |2
investigacién seré completaments andnima.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria

Complicaciones. La denacion de la placenta no interfiere con |a atencién habiual
de un parto nomal 0 por cesdrea, Tampoco se relacicna con las posidles
complicaciones propias ce su enfermedad y de su curso natural.

: Si Ud. requiere cualquier otra informacién sobre su
participacién en este estudio puede llamar a:

Investigador,
. Dra Ulrke Kemmerling, 9786261, 9786018
Dra Cleo Bosco, 8786783
Dr Norbel Galanti, 9786475, 9786067

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

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido 1a informacion de este documento y de

haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto “Enfermedad de Chagas: Mecanismos de Infeccién e Invasién de

Placenta humana con Trypanosoma cruzi “.

Nombre del sujeto Frma Fecha

Nombre de informante [Fema Fecha

o T -
g ot |l Dy ot/
g;lbre del\‘l/révgs\’:ga:or 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

2 W UNIDAD DE BIOSEGURIDAD
FACULTAD DE MEDICINA
Tl UNIVERSIDAD DE CHILE

Santiago, 30 de Abril 2008.-

Sefiores
PROGRAMA FONDECYT
PRESENTE

Estimados sefiores

La Unidad de Prevencion de Riesgos y Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile certifica que ha recibido del investigador responsable Profesora Ulrike Kemmerling Weis,
para su estudio el proyecto titulado “CHAGAS DISEASE: MECHANISMS OF INFECTION
AND INVASION OF HUMAN PLACENTA BY TRYPANOSOMA CRUZI”. Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular, Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, el cual cumple con los requerimientos basicos de Bioseguridad
para ser desarrollado, ademas se adecua a las exigencias establecidas por los manuales:

CONICYT * Bioseguridad 1™ edicién,1994” y * Manual de Normas de Bioseguridad, 2°2 edicién
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 normas de bioseguridad indicadas en los manuales antes mencionados y las establecidas
en el Reglamento Intemo del funcionamiento de los Laboratorios, Unidad de Prevencién de
Riesgos y Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. En concomitancia se hace
responsable de que todos los participantes del proyecto cumplan con las normas de
bioseguridad establecidas. '

i ‘ , N
. J Wneez
Tomé conocimiento: Profes W methng wi

A f

* Se adjunta anexo IX.1 Proyecto Fondecyt

c.c.
- Vicedecano, Dr. Ennio Vivaldi

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

- Archivo

Av. Independencia 1027, Teléfono (56)-2 9786564, e-mail: bioseaur@med uchile ¢l upr@med uchile ¢l
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 24 de Junio de 2008, el Comité de Etica de Investigacidn en
Seres Humanos de 2 Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los
siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neumdlogo, Presidente

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

Or. Leandro Biaginl, Médico Intemista

Dra. Ludia Cifuentes, Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz, Socidlogo, Mg Bioética

Sr. Claus Jahn, Repesentante de la Comunidad

Dr. Migued 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 desempedia funciones en: Programa de Amatomia y Biologia del
Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

£l Comité reviso los sigulentes documentos del estudio:

Proyecto de investigacion in extenso

Consentimiento informado

CV del investigador responsable y de los Co-investigadores

Carta de aceptacion de las autoridades de & institucion en que se reakzard

&/ estudio

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

Departamento de Bioctica y Humanidades Médicas
Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Emaill: cetha@med.uchle.cl
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ANEXO 3

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

El proyecto y los documentos sefialados en & pdrrafo precedente han sido
analizados a la luz de los postulados de la Dedaraciéin de Helsinki, de las Pautas
Eticas Intemacionales para la Investigacidn Biomedica 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 Investigacién en
Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha
pronunciado de la sigulaﬁemaneasobtelosaspectosdelpfwectoquea
continuacién 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 investigacién no es terapéutica. La poblacién a estudiar no es cautiva. Se
peairéalasvdmtariasladmaddndelaplacmtadspusddpano.

Rlsgosybaﬁdos:ﬂohayd&egosparalasmnasqmdmenwplwta.
Los beneficios estan en & estudio de la infeccion placentaria.

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

Notificacién 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 sodales
mayores que minimos.

Departsmento de Bloética y Humanidades Médicas
Tekifono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceifa@med.uchife.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN 'SERES HUMANOS

Este comité también analizé 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 realizacidn del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del

|
"4«4 D UR a { (L(// P
Sra. Ma Gaudl
" Vicepredidenta
Comate de Etica én Investigacion
en Seres Humanos

25 JUN. 2008

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.uchile.cl
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