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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi y
constituye un problema de Salud Publica cada vez mas relevante en el mundo.
Actualmente, las drogas antichagasicas disponibles presentan severos efectos
adversos y son particularmente ineficientes durante la fase crénica de la enfermedad.

La cardiomiopatia chagasica es una de las principales y mas graves
manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas cronica. Se caracteriza por
presentar disfunciones endoteliales microvasculares, que generan un estado endotelial
activado, vasoconstrictor y protrombético, en el cual el endotelio expresa tromboxano y
moléculas de adhesion vasculares tales como ICAM-1.

Las estatinas como la Simvastatina, actian mediante la induccion de lipoxinas
accionadas por aspirina como 15-epi-lipoxina que tienen un efecto anti-agregante
plaguetario y vasodilatador.

El efecto de Simvastatina sola y en combinacién con Benznidazol fue estudiado
en un modelo de infeccion ex vivo en explantes de vellosidades coridnicas placentarias
humanas (HPCVE) infectadas con Trypanosoma cruzi.

Simvastatina sola y en combinacion con Benznidazol previenen parcialmente el
dafio tisular y la disfuncion endotelial causado por T. cruzi. Ademas su combinacion,

disminuye la carga parasitaria del tejido placentario.



SUMMARY

Chagas disease is caused by the parasite Trypanosoma cruzi constituting a
public health problem of increasing relevance in the world. Unfortunately, the available
antichagasic drugs present severe adverse effects and are particularly inefficient during
the chronic phase of the disease.

Chagasic cardiomyopathy is the major and most serious clinical manifestations of
chronic Chagas disease. It is characterized by microvascular endothelial dysfunctions,
such as an activated endothelium, vasoconstriction and a prothrombotic state, in which
endothelium expresses thromboxane and vascular adhesion molecules such as ICAM-1.

Statins, such as Simvastatin, act through induction of aspirin-triggered lipoxins.
Between them, 15-epi-lipoxin mediates anti-platelet, anti-inflammatory and vasodilator
effects.

Here, the effect of simvastatin alone and in combination with benznidazole was
studied in ex vivo infected human placental chorionic villi explants model (HPCVE) with
Trypanosoma cruzi.

Simvastatin alone and in combination with Benznidazole partially prevent
placental tissue damage and endothelial dysfunction caused by T. cruzi. Furthermore

combination decreases the parasitic load of the placental tissue.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas corresponde a una infeccién parasitaria crénica
causada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T.cruzi). Esta patologia es
endémica de América Latina, sin embargo, debido a migraciones, actualmente se
detecta fuera de nuestro continente y constituye un problema de Salud Publica cada

vez més relevante.® ? (Fig. 1)

El parasito posee un ciclo de vida indirecto, cuyos vectores bioldégicos son
insectos hematéfagos del género Triatominae (comUnmente conocidos como
vinchucas), y sus hospederos definitivos corresponden a mamiferos, incluido el ser

humano.

La via de transmisibn mas importante de esta enfermedad es la vectorial. Sin
embargo, el parésito también puede transmitirse mediante transfusiones sanguineas,
trasplante de o6rganos, consumo de alimentos contaminados y por via
transplacentaria.®®) La transmisién congénita, via placenta, es la principal responsable

de la “globalizacion” de la enfermedad de Chagas.®

T. cruzi adopta tres formas morfolégicas durante su ciclo biolégico, las que se
caracterizan por su tamafo y posiciones relativas del flagelo, kinetoplasto y nucleo.
Dentro de estas formas celulares encontramos al amastigote que es la forma replicativa

intracelular en células mamiferas, el epimastigote que es la forma replicativa en el tracto



digestivo de los insectos vectores, y el tripomastigote que es la forma infectiva para el

mamifero.®

Actualmente se utilizan dos drogas para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas: Nifurtimox (Nx) y Benznidazol (Bz). Sin embargo, ambas drogas tienen una
eficacia limitada, particularmente en la fase cronica, y se han descrito diversos efectos
secundarios adversos, que van desde trastornos digestivos hasta neuropatias. Debido a
lo anterior es necesaria la busqueda de otras estrategias terapéuticas que puedan
superar las dificultades que tiene el tratamiento vigente.®

Las disfunciones endoteliales microvasculares constituyen parte de los
mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad de Chagas. Estas disfunciones
microvasculares se caracterizan por un estado endotelial activado y vasoconstrictor, asi
como también protrombético, en el cual el endotelio expresa tromboxano y moléculas
de adhesion vasculares tales como ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular-1),
VCAM-1 (molécula de adhesién de células vasculares-1) y E-Selectina.® Las estatinas
como la Simvastatina, actian mediante la induccién de lipoxinas accionadas por
aspirina (ATLs 6 15-epi-lipoxina) y tienen un efecto anti-agregante plaquetario y
vasodilatador.

En esta memoria de titulo se estudia el efecto combinado de Simvastatina con
Benznidazol en un modelo ya estandarizado de infecciébn ex vivo de explantes de

vellosidades coridnicas placentarias humanas.®



MARCO TEORICO

Historia

La enfermedad de Chagas es una infeccion parasitaria cronica causada por el
protozoo hemoflagelado T. cruzi. Esta patologia fue descubierta por Carlos Chagas
(1879-1934), médico brasilefio que describid tanto al agente etioldgico, el vector, los
principales reservorios, el mecanismo de infeccién, asi como las manifestaciones

clinicas agudas de la enfermedad."”

Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un parasito hemoflagelado que posee un ciclo de vida indirecto, cuyos
vectores biologicos son insectos hematofagos del género Triatominae (comunmente
conocidos como vinchucas), y donde los mamiferos corresponden a hospederos
definitivos, incluido el ser humano.®

La via de transmisiébn mas importante de esta enfermedad es la vectorial. Se han
descrito tres ciclos de transmisién vectorial: domiciliario, peridomiciliario y silvestre

siendo el domiciliario el ciclo mas relevante en la infeccion del ser humano.®

En la transmision vectorial tipo domiciliaria, perros y gatos son los principales
reservorios que contribuyen a la mantencion de la infecciébn, mientras que en el
peridomiciliario son los roedores domeésticos junto con el ganado caprino, bovino y
ovino. En el ciclo silvestre los principales reservorios son mamiferos del habitat
silvestre. Estos animales son los que permiten la mantencion del T. cruzi e impiden la

completa erradicacioén del parasito.®
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Los principales vectores en Ameérica del Sur son Triatoma infestans, Triatoma
brasiliensis y Panstrongylus megistus, mientras que Rhodnius prolixus y Triatoma
dimidiata se localizan principalmente en el norte de Sudamérica y América Central.®
(Fig. 2)

En Chile se encuentran tres vectores: Triatoma infestans que participa
principalmente en el ciclo domiciliario y peridomiciliario; ademéas de Mepraia spinolai y

Mepraia gajardoi que participan mayoritariamente en el ciclo silvestre.
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Caracteristicas celulares de Trypanosoma cruzi

T. cruzi adopta tres formas morfolégicas durante su ciclo bioldgico, las que se
caracterizan por tamafio y por las posiciones relativas del flagelo, kinetoplasto y

ntcleo.®

Dentro de estas formas celulares encontramos al amastigote, el cual mide
aproximadamente 2-4 micrometros de diametro, es de forma esférica u ovalada y no
presenta flagelo emergente. Corresponde a la forma replicativa intracelular en células
mamiferas. Antes de su liberacion desde las células del hospedero, los amastigotes se
diferencian a tripomastigotes, los cuales circulan por sangre periférica y son capaces de

difundir la infeccién, sustentando el ciclo vital del parasito. (Fig. 3A)

El epimastigote es la forma replicativa en el tracto digestivo de los insectos
vectores, mide aproximadamente 20-25 micrémetros de largo, tiene forma fusiforme, un
flagelo libre y su kinetoplasto se encuentra anterior al nicleo central.*? Esta forma

también se encuentra en los medios de cultivo axénicos. (Fig. 3B)

El tripomastigote es la forma no-replicativa y extracelular en los mamiferos. Es
una célula que mide aproximadamente 25-27 micrometros de largo, de forma fusiforme,
gue posee un kinetoplasto subterminal o posterior al nucleo, un flagelo libre y una
membrana ondulante a lo largo de su cuerpo.®” Se encuentran tanto en la sangre de
los mamiferos, como en el intestino posterior de los triatominos. Constituye la forma
infectiva para el mamifero y la forma celular que disemina la infeccion por via

sanguinea. (Fig. 3C)
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Mecanismos de Transmisién

T. cruzi presenta un ciclo biologico indirecto, en el cual los triatominos se infectan
al alimentarse con sangre de mamiferos que contienen tripomastigotes. En su aparato
digestivo anterior y medio, estos tripomastigotes se diferencian a epimastigotes, los
cuales se replican y avanzan hacia el intestino posterior del insecto, donde se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos que corresponden a la forma infectiva para
los mamiferos, incluidos humanos. Los triatominos cuando vuelven a alimentarse,
inmediatamente depositan sobre la piel del individuo sus deyecciones contaminadas
con tripomastigotes metaciclicos. Las formas infectivas ingresan al individuo a través de
piel y mucosas, que es facilitado por rascarse o frotarse la zona de la picadura y por
enzimas proteoliticas de la saliva de los insectos. En el hospedero mamifero los
tripomastigotes metaciclicos son fagocitados por células presentadoras de antigenos y
se diferencian a amastigotes, la forma de replicacion intracelular. Tras varias divisiones,
los amastigotes se diferencian a tripomastigotes que provocan la lisis de las células
infectadas, ingresan a la circulacién sanguinea e infectan a nuevas células de tejidos
blanco, como miocardio, musculo esquelético, masculo liso visceral, células de la glia
del sistema nervioso y placenta.® ? (Fig. 4)

Existen otros mecanismos de transmision de la enfermedad de Chagas como la
transfusiébn sanguinea, donde el riesgo de adquirir la enfermedad luego de ser

transfundido con una unidad de sangre corresponde a un 10%."?

También se puede transmitir la enfermedad por ingerir bebidas o alimentos

contaminados con T. cruzi la cual es infrecuente, pero altamente mortal.**

13



Otra via de transmision documentada es el trasplante de 6rganos solidos y de

médula 6sea.

La transmision congénita es la principal responsable de la “globalizacién” de la
enfermedad de Chagas. La frecuencia de su transmision varia entre un 1-21% en la

so o (14) . z . Lo (15, 16) .
poblacion ', siendo mas frecuente en las regiones endémicas. En dos regiones
endémicas de Chile, la IV y la V, las tasas de transmision congénita corresponden a un

4,6% 7y 7,9% 19 respectivamente.
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Etiopatogenia

El dafio en los 6rganos y tejidos que ocurre en la fase aguda es producto tanto
de la presencia del parasito como de la respuesta inflamatoria que se origina en el

hospedero.*?

La produccion de citoquinas proinflamatorias es necesaria para el control del
parasito, mientras que las citoquinas anti-inflamatorias como Interleuquina 10 (IL-10) y
Factor de Crecimiento Transformante B (TGF-B) promueven la replicacion del parasito,

puesto que inhiben la actividad de los macréfagos con funcion tripanocida. ®*2?

En la infeccion cronica, si el sistema inmune del hospedero es ineficiente para
controlar al parasito y en consecuencia existe una alta carga parasitaria, se produce un
aumento de dafio en los tejidos tanto por la presencia del parasito como por la
presencia de una respuesta inflamatoria. Por el contrario, si hay una buena respuesta
inmune, capaz de mantener una baja carga parasitaria, se reduce tanto la inflamacion

como el dafio en los tejidos del hospedero.®?

Las disfunciones endoteliales microvasculares constituyen parte de los
mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad de Chagas. Estas disfunciones
microvasculares se caracterizan por un estado endotelial activado, vasoconstrictor y
protrombdético, en el cual el endotelio expresa tromboxano y moléculas de adhesion

vasculares tales como ICAM-1, VCAM-1 y E-Selectina.®

15



Manifestaciones clinicas
Existen tres fases en esta enfermedad: aguda, latente y cronica.

La fase aguda comienza inmediatamente después de la inoculacién del parasito
y tiene una duracién de 4 a 8 semanas. Se caracteriza por una elevada parasitemia
producto de la multiplicacion del parasito en las células del hospedero y su liberacién al
torrente sanguineo. Sin embargo, esta fase generalmente es asintomatica o presenta

sintomatologia leve de una infeccién inespecifica y es autolimitada.®

No obstante, en algunas personas como nifios e inmunosuprimidos pueden
presentarse manifestaciones generalizadas de la infeccion, tales como fiebre
prolongada, malestar general, hepatomegalia y esplenomegalia, aumento de los
ganglios linfaticos, edema subcutaneo, presencia de Chagoma como el signo de
Romana (edema bipalpebral), e incluso grados variables de cardiomegalia. Rara vez se
presenta miocarditis, meningoencefalitis 0 neumonitis, pero tienen gran riesgo de
muerte.®® El tratamiento con farmacos tripanocidas generalmente cura la infeccion en

esta etapa y previene el dafio crénico.®”

Un porcentaje de los pacientes (60-70%) no desarrolla manifestaciones clinicas
agudas, pero pasan a la fase de latencia, que es una etapa que se caracteriza porgue
disminuye la parasitemia, pero los parasitos son capaces de mantenerse en sus tejidos
durante meses e incluso afios hasta que aparecen los sintomas clinicos de la fase

cronica.®®

La aparicion del estado crénico puede tardar afios o décadas después de la

infeccién inicial. En &reas endémicas, entre el 15y 20% de los pacientes manifiestan la

16



fase cronica, la que se asocia a la presencia de megacolon y megaeséfago debido a
una denervacion del sistema nervioso autbnomo, asi como a alteraciones cardiacas

como arritmia e hipertrofia cardiaca con insuficiencia progresiva.®

El curso de la enfermedad depende de diferentes factores: carga parasitaria en el
sitio de la inoculacion, cepa del parasito, primoinfeccion o reinfeccion, estado

inmunolégico del hospedero y tipo de vector.?®

17



Cardiomiopatia chagésica crénica

La cardiomiopatia chagasica corresponde a la manifestacion mas seria y
frecuente de la etapa cronica de la enfermedad, presentandose en un 20-30% de los
individuos.®” Se caracteriza por anormalidades en el sistema de conduccién, arritmias,

aneurismas apicales, insuficiencia cardiaca, trombo embolismo e incluso muerte subita.

El dafio producido en el tejido cardiaco depende de la presencia del parasito, la
respuesta inmune del hospedero inducida por el parasito, la disautonomia cardiaca, las

anomalias microvasculares y de la isquemia.®

Estudios previos en ratones han demostrado alteraciones microvasculares
caracterizadas por la formacion de microtrombos, disfuncion de células endoteliales y
un aumento de la actividad plaquetaria, que implican un aumento de la permeabilidad

vascular, moléculas de adhesion y tromboxano A2.

Se ha demostrado que el uso de dosis bajas de Bz reduce la carga parasitaria,
previene el dafio cardiaco y modula la activacién endotelial, disminuyendo los niveles
de tromboxano y la expresibn de moléculas de adhesion tales como ICAM-1 y

E-Selectina que se incrementan en la infeccién miocardica por T. cruzi.®

18



Diagndstico

En la infeccion aguda el diagndstico se puede realizar a través de la observacion

directa de los tripomastigotes en un frotis sanguineo, lamina/laminilla o microStrout.

En la infeccion cronica se requieren de métodos mas sensibles para la deteccién
del parasito, como el uso de tests basados en la amplificaciéon del DNA de T. cruzi a
través de PCR. También se utilizan métodos indirectos o de inmunodiagnéstico que
detectan anticuerpos de tipo IgG especificos anti-T. cruzi en el suero de los pacientes,

mediante el uso de test de ELISA o RIFI.

Otra forma de deteccion es el xenodiagnéstico que consiste en utilizar
triatominos libres de parasitos y dejar que succionen sangre desde el paciente
sospechoso y examinar las deyecciones de las vinchucas 30 y 60 dias después para

ver si existe presencia del parasito vivo.
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Tratamiento

Actualmente el tratamiento para la Enfermedad de Chagas consiste en el uso de
dos drogas con eficacia comprobada que son Nifurtimox (Nx) derivado de Nitrofurano,
y Benznidazol (Bz) derivado de Nitroimidazol. (Fig. 5) No obstante, en el caso de
embarazadas o0 pacientes que padecen insuficiencia renal o hepatica severa este

tratamiento esta contraindicado.®

El Benznidazol tiene un perfil de mayor seguridad y eficacia, por tanto se utiliza

méas como tratamiento de primera linea.®?

Ambas drogas son activas contra todas las formas del parasito.®® Sin embargo,
se ha descrito que su efectividad es mayor sobre la forma infectante extracelular de

T. cruzi que sobre la forma intracelular replicativa caracteristica de la fase crénica.®®

Las dosis terapéuticas recomendadas en la fase aguda son de 8-10 mg/kg/dia
para Nx y 5 mg/kg/dia para Bz. El tratamiento en general para la fase aguda dura entre
60 a 90 dias, en cambio para la fase crénica el tiempo se puede prolongar incluso hasta

5 meses.

Los efectos adversos mas frecuentes del Bz son malestar general, dermatitis
alérgica localizada que ocurre en un 20-30% de los pacientes y neuropatia sensitiva
periférica en un 5-10%. En el caso de Nx los sintomas gastrointestinales son los mas

comunes y se presentan en un 50% de los pacientes.(3)
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El mecanismo de accién de estas drogas es a través de la formacion de radicales
libres y/o metabolitos electrofilicos, los cuales alteran por distintas vias la estructura de

las macromoléculas biolégicas del parasito, tales como lipidos, proteinas y DNA.®%

21



Simvastatina

La Simvastatina (Simv) es un farmaco de la familia de las estatinas que actia
como un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, que corresponde

a la enzima marcapaso que participa en la biosintesis del colesterol.V

Las estatinas tienen un potente efecto anti-inflamatorio, vasodilatador y anti-

plaquetario en el endotelio.®?

El uso de estatinas conduce a un aumento en la producciéon de 15-epi-lipoxina
A4 que corresponde a un eicosanoide inducido por aspirina con una potente actividad
anti-inflamatoria.®® Por otro lado, las estatinas reducen la activacién del factor de
transcripcion nuclear kB, disminuyen la expresion de moléculas de adhesién vasculares
como ICAM-1, VCAM-1, E-Selectina y Endotelina-1, asi como las citoquinas pro

inflamatorias IL-6, TNF-a e IL-8, lo que podria explicar su efecto antiinflamatorio.®* 3%

La Simv, debido a su efecto anti-inflamatorio y vasodilatador podria constituir una
alternativa terapéutica que podria ser utilizada en conjunto con las drogas

antichagasicas convencionales y asi disminuir sus efectos secundarios adversos.
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Infeccion ex vivo de vellosidades coriénicas placentarias humanas con

T. cruzi

Los HPCVE estan siendo utilizados como modelo de estudio de la infeccion
tisular ex vivo de T. cruzi.”) Estudios realizados en nuestro laboratorio indican que el
parasito posee una estrategia de invasion tisular que es ain mas compleja que la

descrita para la infeccién celular.

Por ende, este modelo permite condiciones experimentales que se asemejen
mas a lo que ocurre in vivo y con la posibilidad de experimentar en un tejido humano,
de facil obtencién, sin afectar al paciente. La placenta es expulsada del cuerpo de la
madre durante el alumbramiento y no cumplirad otras funciones ni en la madre ni en el

recién nacido.®?

La placenta es el érgano de intercambio de nutrientes y gases entre la madre y el
feto.®® 3" La placenta se compone de una porcion fetal desarrollada a partir del corién
frondoso y una porcién materna o decidua basal que procede del endometrio.®® 3 La
membrana o barrera placentaria esta formada por tejidos extrafetales que separan la
sangre materna de la fetal. Esta barrera se compone de trofoblasto (epitelio bi-
estratificado compuesto por sinciciotrofoblasto y citotrofoblasto), tejido conectivo de las
vellosidades coridnicas libres y endotelio de los capilares fetales ademas de las [aminas
basales presentes entre los distintos compartimentos tisulares.™ (Fig. 6) Es importante
destacar, que el trofoblasto esta en contacto con la sangre materna y por ende se

considera un modelo para el estudio de la funcién endotelial.*”
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En el laboratorio se ha implementado y estandarizado un modelo de infeccion ex
vivo de HPCVE con el parasito. EI DNA parasitario es detectable en explantes
infectados con 10° paréasitos/ml y los antigenos parasitarios se evidencian mediante
inmunofluorescencia en explantes infectados con 10° parasitos/ml.*) La infeccién con
10° y 10° tripomastigotes/ml se asemeja a las condiciones observadas en la

enfermedad de Chagas crénica y aguda, respectivamente.“?

Mediante estudios inmunohistoquimicos, histoquimicos (acido periddico de Schiff
(PAS) y picro rojo sirio) y microscopia electronica se determin6 que el parasito induce
destruccién y desprendimiento del trofoblasto asi como alteraciones en la matriz
extracelular (MEC), especificamente desorganizacion selectiva de las laminas basales y
del colageno | en el tejido conectivo fetal. Alteraciones histopatoldgicas similares a
las observadas en la infeccién ex vivo de HPCVE se aprecian en placentas de madres

con enfermedad de Chagas crénica asintomatica.*?

En este proceso participan proteasas enddégenas del tejido, tales como las
proteasas de la matriz (MMPSs), como parte de los mecanismos celulares y tisulares de
la infeccion placentaria. Asi, la infeccién ex vivo de vellosidades coridnicas humanas
con tripomastigotes de T. cruzi, inducen aumento de la expresion y actividad de las
MMP (2 y 9). Doxicilina (inhibidor de MMPs) inhibe la actividad de estas enzimas y
revierte parcialmente la desorganizacion de la MEC, especificamente la destruccion de

moléculas glicosiladas asi como de colageno tipo 1.3
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Adicionalmente, HPCVE han sido utilizadas para estudiar el efecto de diversas
drogas sobre este tejido, incluyendo el efecto téxico y terapéutico de Nx y Bz en
relacion a la infeccion con T. cruzi. Bz previene el dafio tisular inducido por el parasito
a diferencia de Nx que es toxico per se. Aunque ambas drogas tienden a disminuir la
carga parasitaria, no son capaces de impedir la infeccion.*? Por ende, en esta tesis
se estudian los posibles efectos toxicos y terapéuticos de Simv sola y en combinacion

con Bz en HPCVE.
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HIPOTESIS

Simvastatina sola y en combinacién con Benznidazol previenen la infeccion, el

dafio tisular y la disfuncién endotelial inducido por Trypanosoma cruzi en HPCVE.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de Simvastatina sola y en combinacion con Benznidazol sobre

la disfuncion endotelial inducida por la infeccion con Trypanosoma cruzi en HPCVE.

Objetivos Especificos

Determinar en HPCVE el efecto de Simvastatina sola y en combinacion con
Benznidazol sobre:
1. El dafio histopatolégico en la barrera placentaria analizando:
a. Destruccion y desorganizacion del trofoblasto.
b. Destruccion y desorganizacion del colageno tipo | y Il en el tejido
conectivo fetal.
c. Destruccién y desorganizacion de las laminas basales.

2. El dafo endotelial microvascular sobre las vellosidades coridnicas placentarias
humanas, mediante la determinacion los niveles de expresion de la molécula de
adhesion endotelial ICAM-1.

3. La infeccion de Trypanosoma cruzi mediante la determinaciéon de la carga

parasitaria.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos Celulares

Células VERO®), fibroblastos de rifion de mono verde africano (ATCC® CCL-81),
fueron sembrados en frascos de cultivo de 25 cm? a una densidad de 4.000 células/cm?,
en medio RPMI suplementado con bicarbonato de sodio 0,22%, estreptomicina 100
pg/ml, penicilina 100 pug/ml y suero fetal bovino (SFB) al 10% para crecimiento o al 5%
para mantenimiento. Las células fueron cultivadas a 37°C en una atmdésfera humeda

con 5% CO,, substituyendo el medio cada 24 a 48 horas.® %%

Obtencion de formas infectivas de T. cruzi

Células VERO® en semi-confluencia fueron inoculadas con 1-2 ml de cultivo de
epimastigotes cepa Ypsilon (Y) envejecido (fase estacionaria). Este cultivo presenta
aproximadamente un 5% de la forma infectiva tripomastigote. Los tripomastigotes
invaden 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.

El medio de cultivo se recolectd y centrifugd a 500 x g por 5 minutos para
separar las células en suspension. El centrifugado se dej6é en reposo durante 30

minutos a 37°C de modo que los tripomastigotes ascendieran hacia el sobrenadante.
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Este sobrenadante fue recolectado y centrifugado a 3.000 x g durante 10
minutos a fin de obtener en el sedimento las formas infectivas de T. cruzi. Los
tripomastigotes fueron re-suspendidos en medio RPMI, y el numero de parasitos fue

determinado mediante conteo en una camara de Neubauer.® 4% 4%

Obtencion de placentas

La obtencion de las placentas humanas de término fue a partir de partos por
cesarea para asegurar la asepsia y preservacion de la muestra.

Se utilizaron placentas de madres sanas con embarazos monogestacionales y
fetos con crecimiento normal. Cualquier patologia materna, fetal o placentaria fue un
criterio de exclusion para su uso.

Los organos fueron recolectados en tampoén fosfato salino (PBS) pH 7,2 estéril
y a 4°C. Las vellosidades coridnicas se obtuvieron de la parte central de los cotiledones,
desechando las caras maternas y fetales, a 5 cm de la insercion del cordén umbilical.

Como producto final se obtuvieron trozos de tejido de vellosidades corionicas
(HPCVE) de aproximadamente 0,5 cm?, los cuales se lavaron al menos 5 veces con
PBS estéril para eliminar los restos de sangre. Posteriormente, fueron incubados en
medio RPMI suplementado con antibiéticos y 5% de suero fetal bovino inactivado.®

Los procedimientos de obtencion de placentas, manejo de las mismas y
formulario de consentimiento informado fueron aprobados por el Comité de Etica

Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. (Anexo 1)
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Infeccion ex vivo de HPCVE con T. cruzi

Los HPCVE fueron cultivados con 10° ¢ 10° tripomastigotes/ml de la cepa Y
durante 24 horas en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con SFB inactivado y
antibiéticos. Las vellosidades coridnicas controles se mantuvieron en las mismas
condiciones, sin parasitos o0 drogas. Después de las diferentes condiciones
experimentales, las vellosidades coribnicas fueron procesadas para estudios

histolégicos, bioquimicos y de biologia molecular.®

Drogas

Las HPCVE fueron incubadas en presencia y ausencia de tripomastigotes, asi
como en presencia y ausencia de las drogas Simv y Bz. Las concentraciones utilizadas
fueron Simv 10 uM y Bz 20 uM. La concentracion de Bz corresponde al ICsq (inhibitor
concentration 50) que es la concentracion de la droga necesaria para obtener el 50% de
eliminacion de la carga parasitaria, la cual fue determinada previamente in vitro.** La
concentracion de Simv fue estandarizada por el Laboratorio del Dr. Juan Diego Maya.
Ambas drogas se solubilizaron en DMSO (dimetilsulféxido), diluyendo luego esta
solucion en medio RPMI estéril hasta obtener la concentracibn adecuada para el
experimento. La concentracion final de DMSO en el medio de cultivo no fue superior a

0,1%.
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Metodologias citolégicas e histolégicas

Las vellosidades coridnicas fueron fijadas en formaldehido 4% preparado en un
tampén fosfato pH 7,3 durante 24 horas. A continuacion fueron lavadas en agua
corriente durante 2 horas, deshidratadas en concentraciones crecientes de etanol,
aclarados en xilol e incluidas en parafina fundida a 60°C. Posteriormente se obtuvieron
cortes de 5 y 8 um de espesor para técnicas histolégicas de rutina, histoguimicas e
inmunofluorescencia.

Los cortes fueron colocados en portaobjetos sialinizados con carga positiva
(Superfrost® plus, Thermoscientific) y sometidos a las diferentes tinciones descritas
méas adelante. Los preparados fueron montados con Entellan (Merck ®) * 43 45 46) y
observados en un microscopio de epifluorescencia (Motic BA310). Las imagenes fueron
obtenidas con una camara digital (Moticam 5) acoplada al microscopio y analizadas

mediante software Motic imagen plus 2.0, Image Jy MATLAB.

a) Tincién hematoxilina-eosina

Este método fue utilizado para el analisis histolégico de rutina. La hematoxilina
es un colorante basico que tifie estructuras baséfilas de color azul-violeta, mientras que
la eosina es un colorante acido que tifie estructuras acidofilas de color rojo-rosado.

Las muestras desparafinadas y rehidratadas fueron tefiidas por 1 minuto con
hematoxilina de Mayer, luego lavadas en agua corriente por 5 minutos, seguido de
lavados en agua destilada por 2 minutos, tefiidas con eosina acuosa acidificada al 0,5%
con acido aceético glacial por 30 segundos y enjuagadas con agua destilada para luego

ser procesadas segun fue descrito mas arriba.
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b) Tincion de Acido Periddico-Schiff

Este método fue utilizado para identificar moléculas altamente glicosiladas en el
tejido placentario. El acido periédico oxida los grupos hidroxilo de hexosas y pentosas
neutras a aldehidos, los cuales son visualizados con el reactivo de Schiff resultando en
un color rosado. Las membranas basales presentan macromoléculas con una gran
cantidad de hidratos de carbono, por lo que seran tefiidas con el reactivo PAS y otros
colorantes que detecten glicoaminoglicanos.

Se utilizé el kit de tincion PAS (kit PERIODIC ACID-SCHIFF (PAS) de Sigma-
Aldrich®), segun las instrucciones del fabricante. Los cortes desparafinados y
rehidratados, se sumergieron en agua desionizada tres veces por 5 minutos cada vez,
luego se sumergieron en la solucion de acido periddico durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron al menos 10 veces con agua destilada.
Posteriormente, se sumergieron en reactivo Schiff durante 15 minutos a temperatura
ambiente y se lavaron 5 minutos con agua corriente. El contraste nuclear se realizd con

hematoxilina de Gill durante 90 segundos.®

c) Tincién de picro rojo sirio

Este método de histoquimica es utilizado para determinar elementos fibrilares de
la matriz extracelular (MEC), especificamente colageno tipo | y Ill. El rojo sirio es un
colorante anionico que tifie las fibras de colageno mediante la unidon de sus grupos de
acido sulfocénico a residuos basicos presentes en las moléculas de colageno.

La molécula de rojo sirio es alargada y se une de forma paralela a las moléculas
de tropocolageno, siendo esta asociacion la responsable del aumento de la

birrefringencia, que puede ser observada en un microscopio Optico con luz polarizada,
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donde se puede apreciar el colageno tipo | de color rojo o naranja y el colageno tipo Ill
de color verde.®

Las muestras desparafinadas y rehidratadas fueron tefiidas por ocho minutos
con hematoxilina de Mayer, lavadas con agua corriente por 10 minutos y luego
sumergidas en una solucion de picro rojo sirio (Sigma-Aldrich®) durante una hora.
Posteriormente, se lavaron 2 veces con agua destilada acidificada al 0,5% con acido

acético glacial y finalmente 3 veces con agua destilada.®

Inmunofluorescencia

Los cortes desparafinados y rehidratados fueron incubados con suero normal
equino R.T.U al 2,5% (ScyTek®, ACA) durante 1 hora. El anticuerpo primario
monoclonal Anti-ICAM-1 (Santa Cruz Biotechnology® sc-71303) fue aplicado en una
diluciéon 1:50 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 el anticuerpo
secundario fluorescente Anti-Rat IgG conjugado con Rhodamine (JACKSON
IMMUNORESEARCH® 712-025-150) en una dilucion 1:100 v/v durante 1 hora a 37°C
y lavados con PBS como se explica mas arriba.

Las muestras fueron tefiidas con DAPI (4’,6- diamino-2 fenilidol dicloridrato,
THERMO®; 1ug/ml) durante 5 minutos, lavadas con PBS como se explica mas arriba y
montadas con medio para fluorescencia (VECTASHIELD® VECTOR, ScyTek, ACA).

Como control positivo se utiliz6 TNF-a (GIBCO® PHC3015) a una concentracion

de 10 ng/pL.
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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 camara humeda y en ausencia de luz. Las muestras fueron

visualizadas en un microscopio de epifluorescencia como fue descrito mas arriba.

Deteccion de DNA parasitario mediante PCR en tiempo real

Las muestras de las vellosidades corionicas fueron lavadas al menos 10 veces
con PBS estéril, posteriormente se extrajo el DNA gendémico con el kit Wizard
Genomic® (Promega) segun indicaciones del fabricante. La cuantificacion de la
concentracion del DNA se determindé mediante “uDrop Plate DNA quantification system”
en un lector Varioskan Flash Multimode (Thermo Scientific, USA).

Para la amplificacion del DNA humano y parasitario se utilizaron dos pares de
partidores especificos. Se amplificé una secuencia de 100 pb correspondiente a
GAPDH (gliceraldehido - 3 - fosfato deshidrogenasa) humana, utilizando los
partidores hGDH-F  (5-TGATGCGTGTACAAGCGTTTT-3) y hGDH-R (5-
ACATGGTATTCACCACCCCACTAT-3’), que fueron disefiados con el software Primer
Express (version 3.0; Applied Biosystems®). Para la deteccion de T.cruzi se amplificd
una secuencia de 182 pb de DNA correspondiente a DNA satélite de T.cruzi mediante
el uso de los partidores TCZ-F (5-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’) y TCZ-R (5-
CAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3).13:47

Cada mezcla de reaccion contenia 10 uM de cada primer, 1 ng de DNA de las
muestras, 12,5 uL de SensiMix® SYBR Green Master Mix (Bioline®, EE.UU.) y H,O

libre de nucleasas para completar 25 pL. La amplificacion se realiz6 en un termociclador
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para PCR en tiempo real ABI Prism 7300 sequence detector (Applied Biosystems®,
USA).

El programa de ciclos fue el siguiente: Primero un paso pre-denaturacién a 50 °C
durante 2 min, luego un paso de denaturacién a 95°C durante 10 min y 40 ciclos de
amplificacion de: 95°C (15s), 60°C (15s) 72°C (30s). Por ultimo, se afiadié una etapa de
disociacion, que va desde 95°C a 60°C. El analisis de cuantificaciéon relativa de los
resultados se expres6 como valor RQ (cuantificacion relativa) segun el método de

control comparativo (AACt)_(43' 47)

Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron en duplicado o triplicado en al menos 3
oportunidades distintas. Los resultados se expresaron como promedio = desviacion
estandar. La significancia de las diferencias se evalué mediante prueba ANDEVA
seguido de Dunnett post-test mediante el software GraphPad Prism6 (GraphPad
Software, San Diego, EE.UU.) y se consider6 un valor de p < 0,05 como

estadisticamente significativo.

Bioseguridad

El laboratorio cuenta con un nivel de Bioseguridad Nivel Il, certificado por la
“‘Unidad de Prevencidn de Riesgos y Bioseguridad de la Facultad de Medicina”. La
eliminaciéon de tejido placentario humano fue enviada a la Unidad de Prevencion de
Riesgos y Bioseguridad, con una copia del consentimiento informado del paciente,

desde donde fueron enviados a la empresa Procesan (empresa autorizada por la
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“SEREMI de Salud ex-Sesma”) quien elimind estos tejidos. Los residuos quimicos se
enviaron a la misma Unidad de Bioseguridad y Prevencion de Riesgos y luego a la
empresa HIDRONOR (también autorizado por la “SEREMI de Salud ex-Sesma”) para
su eliminacion. Cada reactivo quimico en el laboratorio estd debidamente inventariado
de acuerdo con la guia: “Inventario de Productos Quimicos, Facultad de Medicina”, y
tiene su propia etiqueta de seguridad, que es proporcionada por el fabricante (NCh

2245) o descargada de Internet.

En el caso de un accidente la Facultad de Medicina tiene un acuerdo de atencion
médica con la “Asociacion Chilena de Seguridad” para los miembros de la Facultad. Los
estudiantes seran protegidos por la Ley 16744 y por el Convenio SEMDA, Hospital

Clinico Universidad de Chile. (Anexo 2)

Bioética
Este proyecto cuenta tanto con la aprobacion del Comité de Etica Humana de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, asi como del Comité de Etica de

FONDECYT. (Anexo 3)
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RESULTADOS

Bz y Simv previenen parcialmente el dafio tisular observado en HPCVE infectadas

ex vivo con T. cruzi.

HPCVE fueron incubadas durante 24 horas en presencia (Figs. 7-9 C, G, H, ) o
ausencia (Figs. 7-9 A, B, D, E, F) de 10° tripomastigotes de la cepa Y; asi como en
presencia de Bz 20 uM (Figs. 7-9 D, G), Simv 10 uM (Figs. 7-9 E, H) o la combinacion
de ambas (Figs. 7-9 F, I). Las muestras fueron estudiadas con técnicas histologicas e
histoquimicas de rutina para evaluar el efecto de Simv y su combinacion con Bz en la
prevencion del dafio tisular generado por el parasito en las vellosidades corionicas. Se

analizo la estructura del trofoblasto, de la lamina basal y del tejido conectivo fetal.
a) Trofoblasto

En las vellosidades coridénicas humanas el trofoblasto corresponde al tejido que
se encuentra en contacto con la sangre materna. Constituye el primer tejido de la

barrera placentaria que deben superar los patdégenos para alcanzar al feto.

Las HPCVE, que fueron incubadas solo en presencia del parasito (Fig. 7 C),
muestran un severo dafio histopatolégico en comparacion con las vellosidades control
(Fig. 7 A), ya que se puede observar gran desprendimiento y destruccién del trofoblasto
(Flechas rojas Fig. 7 C). Las muestras incubadas so6lo con Bz, Simv o ambas drogas
(sin el parasito) (Fig. 7 D, E, F respectivamente) muestran una estructura conservada

del trofoblasto similar a lo observado en el control (Fig. 7 A). Las HPCVE incubadas
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con parasitos y las distintas drogas y combinaciones (Fig. 7 G, H, | respectivamente)

revelan una estructura conservada del trofoblasto sin destruccion o desprendimiento.
b) Lamina basal

Las laminas basales son estructuras de la MEC ubicadas entre tejidos epiteliales
y tejidos conectivos. Son ricas en moléculas glicosiladas, pues presentan una alta
concentracion de glicoproteinas, glicoaminoglicanos y proteoglicanos. En las
vellosidades coridnicas las laminas basales se localizan entre el trofoblasto y el tejido

conectivo y alrededor de los capilares fetales.™

El dafio en las laminas basales fue analizado mediante la técnica de tincion PAS,
que permite evidenciar la pérdida de las moléculas altamente glicosiladas que

componen la lamina basal.

HPCVE incubadas sélo en presencia del parasito muestran una disminucién de
la tinciébn PAS (Fig. 8 C) en relacion a las muestras control (Fig. 8 A), indicando que el
parasito altera la estructura de las laminas basales. Las vellosidades coridnicas
incubadas en presencia de las drogas Bz, Simv y ambas drogas combinadas y en
ausencia del parasito (Fig. 8 D, E, F respectivamente) exhiben un patrén de tincion
similar al revelado por las vellosidades control (Fig. 8 A). Las vellosidades incubadas en
presencia del parasito en conjunto con Bz, Simv o ambas drogas (Fig. 8 G, H, |
respectivamente) también muestran una reactividad a la tincion PAS similar al control

(Fig. 8 A).
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c) Tejido conectivo fetal.

Para alcanzar los capilares fetales, el parasito también debe ser capaz de
avanzar a través del tejido conectivo fetal. Este tejido conectivo es de tipo laxo y su

MEC se compone principalmente de colageno tipo .

El dafio en el tejido conectivo fetal fue evaluado mediante la técnica de tincion
Picro Rojo Sirio, que evidencia la desorganizacion del colageno tipo | y Il en relacion a

la pérdida de la birrefringencia observada.

HPCVE incubadas sélo en presencia del parasito muestran una evidente pérdida
de la birrefringencia (Fig. 9 C) respecto a las vellosidades control (Fig. 9 A), lo que
demuestra que la presencia del parasito induce desorganizacion de la MEC en el tejido
conectivo fetal. Cuando los HPCVE son incubados s6lo en presencia de las drogas Bz,
Simv o la combinacion de ambas (Fig. 9 D, E, F respectivamente) en ausencia del
parasito, se observa una birrefringencia similar a la observada en las muestras control
(Fig. 9 A). Similarmente, los HPCVE expuestas a la presencia del parasito en presencia
de Bz, Simv o la combinacion de ambas drogas (Fig. 9 G, H, | respectivamente)

muestran una birrefringencia similar a los controles (Fig. 9 A).
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Bz y Simv previenen parcialmente el dafio endotelial microvascular producido en

HPCVE infectadas ex vivo con T. cruzi.

HPCVE fueron incubadas durante 24 horas en presencia (Figs. 10 (T.cruzi),
(Bz+T.cruzi), (Simv+T.cruzi), (Bz+Simv+T.cruzi)) o ausencia (Figs. 10 (Control),
(TNF-a), (Bz), (Simv), (Bz+Simv)) de 10° tripomastigotes de la cepa Y; asi como en
presencia de Bz 20 uM (Figs. 10 (Bz), (Bz+T.cruzi)), Simv 10 uM (Figs. 10 (Simv),

(Simv+T.cruzi)) o ambas drogas (Figs. 10 (Bz+Simv), (Bz+Simv+T.cruzi)).

El dafio endotelial microvascular producido por T. cruzi en las vellosidades
coriénicas humanas, fue evaluado por medio de la expresion de la molécula de
adhesion endotelial ICAM-1, ya que el endotelio activado expresa una mayor cantidad
de moléculas de adhesion vascular. Debido a lo anterior, el aumento de expresion de

ICAM-1 en relacién al control fue considerado como indicador de mayor dafio endotelial.

La deteccion de ICAM-1 fue realizada mediante inmunofluorescencia, en donde

se utilizé como control positivo la incubacién con TNF-a (Fig. 10 TNF-a).

En HPCVE controles se puede observar una baja expresion de la molécula
ICAM-1 (Fig. 10 Control), mientras que en las vellosidades soélo incubadas en
presencia del parasito (Fig. 10 T. cruzi) o con TNF-a (Fig. 10 TNF-a) se observa un

aumento evidente de ICAM-1.
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Tanto las muestras incubadas sélo con Bz, Simv o ambas drogas en
combinacion, en ausencia del parasito (Fig. 10 (Bz), (Simv), (Bz+Simv)) asi como las
incubadas con el parasito y las diferentes drogas (Figs. 10 (Bz+T.cruzi),
(Simv+T.cruzi), (Bz+Simv+T.cruzi)) muestran una expresion de ICAM-1 similar a las

muestras controles (Fig. 10 Control).
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Bz s6lo y en combinacion con Simv disminuyen la carga parasitaria en HPCVE

infectadas ex vivo con T. cruzi.

HPCVE fueron incubadas durante 24 horas en presencia de 10° (Fig. 11 A) y 10°
(Fig. 11 B) tripomastigotes de la cepa Y; asi como en presencia de Bz 20 uM, Simv 10
MM o la combinacion de ambas (columnas de izquierda a derecha Fig. 11 Ay B).

La infectividad en HPCVE fue determinada mediante PCR en tiempo real para
evaluar si Simv sola o su combinacién con Bz es capaz de disminuir la carga parasitaria
de las vellosidades coridnicas infectadas con T. cruzi.

Los datos graficados corresponden a una comparacion entre el DNA del parasito
de los controles infectados (primera columna de izquierda a derecha de las Fig. 11 A
y B) y el DNA del parasito del resto de las columnas con tratamiento.

El tratamiento con Simv sola (Figs. 11 Ay B (T.cruzi * Simv ¥)) no es capaz de
disminuir la cantidad de DNA del parasito en HPCVE en relacion a sus controles
infectados (Figs. 11 A y B (T.cruzi *)). Por el contrario, el tratamiento solo con Bz
(Figs. 11 Ay B (T.cruzi * Bz %)) disminuye significativamente (p < 0,01) la cantidad de
DNA del parasito en HPCVE, respecto a los controles infectados (Figs. 11 Ay B
(T.cruzi ).

Las vellosidades coriénicas infectadas con 10° tripomastigotes y tratadas con

+

Simv en combinacion con Bz (Fig. 11 A (T.cruzi * Bz * Simv %)) muestran una
disminucién significativa (p < 0,01) de la carga parasitaria en relaciéon al control
infectado sin tratamiento (Fig. 11 A (T.cruzi %)), pero no un mayor efecto que el

tratamiento con Bz sélo (Fig. 11 Ay B (T.cruzi * Bz *)). Sin embargo, las vellosidades

coriénicas infectadas con 10° tripomastigotes incubadas con el mismo tratamiento (Fig.
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11 B (T.cruzi * Bz * Simv *)) no muestran disminucion significativa de la cantidad de
DNA del parasito respecto a su control infectado (Fig. 11 B (T.cruzi )) aunque si se

observa una tendencia a una menor carga parasitaria.

43



DISCUSION

En esta memoria de titulo se comprueba una vez mas que el uso del modelo de
infeccion ex vivo de HPCVE es una excelente herramienta de trabajo para estudiar
mecanismos de infeccion parasitaria, puesto que ofrece condiciones experimentales
mas similares a lo que sucede in vivo y ademas es un tejido humano.®®>"
Adicionalmente es un modelo Util para el estudio del efecto de diversas drogas asi

como del estudio de la funcién endotelial. “**%

En la actualidad, sélo dos drogas (Nx y Bz) son recomendadas en el tratamiento
de la enfermedad de Chagas. No obstante, estudios de Rassi y cols., 2012; y Rojo y
cols., 2014, han mostrado que el uso de Nx es toxico per se, mientras que Bz presenta
un perfil de mayor seguridad y eficacia, por lo que se recomienda como tratamiento de

primera linea.® *¥

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que el uso de Bz previene el
dafio tisular generado en el trofoblasto, lamina basal y en el tejido conectivo fetal asi
como también disminuye la carga parasitaria del T. cruzi en ambas condiciones
analizadas. Sin embargo, un estudio de Rojo y cols., 2014, en donde utilizaron el
modelo de infeccién ex vivo HPCVE, mostr6 que el uso de Bz en diferentes
concentraciones no disminuy6 significativamente la carga parasitaria de T. cruzi,
aungue ayudd a prevenir el dafo tisular provocado por el parasito. Los resultados

discordantes con el estudio de Rojo y cols., pueden deberse a diferentes cepas
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estudiadas, diferentes concentraciones de parasitos utilizadas, u otras variables no

detectadas.

En un estudio de Molina-Berrios y cols., 2013, utilizando un modelo de infeccién
in vivo se evaluo el efecto de Bz sobre el tejido cardiaco de ratones infectados con T.
cruzi y se demostré que la administraciéon temprana y en dosis bajas de Bz permite
eliminar el parasito. Este resultado concuerda con nuestro estudio en que el tratamiento
con Bz disminuyd significativamente la carga parasitaria de T. cruzi en ambas

condiciones experimentales, a pesar de utilizar modelos de infeccion diferentes.®

En la cardiomiopatia chagasica, el dafio que se genera en el tejido del
hospedero es producto tanto de la presencia del parasito como de una respuesta
inflamatoria progresiva y compleja, que consiste en la produccion de citoquinas
proinflamatorias tales como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e IFN-y necesarias para el control
del parasito ®, pero que de forma permanente son perjudiciales para el organismo.
También es importante la interaccion que ocurre entre el parasito y el endotelio del
hospedero ya que en estudios anteriores como Rossi 1990; Tanowitz y cols., 1990;
Rossi y Ramos 1996; Danese y cols., 2007; Marin-Neto y cols., 2007, se ha demostrado
gue la enfermedad de Chagas presenta alteraciones microvasculares, que contribuyen

al aumento de la permeabilidad vascular, tromboxano y moléculas de adhesion.®*>®

Debido a lo expuesto anteriormente, es que se busco asociar un farmaco del
tratamiento vigente (Bz) con uno que tuviera propiedades antiinflamatorias, que
permitiera mejorar la funcién endotelial, y en consecuencia, ayudara a prevenir el dafo

en los tejidos que produce la presencia de T. cruzi, como es el caso de Simvastatina.
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Para evaluar la existencia de alteraciones endoteliales microvasculares se
evalu6 la expresion de la molécula de adhesién ICAM-1, debido a que un estudio
anterior realizado por Dyea y cols.,, 2001, determin6 que ICAM-1 se expresa
fuertemente en el endotelio de la placenta humana, que es el modelo utilizado en este
estudio, mientras que otras moléculas como VCAM-1 y E-Selectina no fueron

detectadas en placenta de término.®®

El tratamiento con Simv sola y en combinacion con Bz mostré ser util tanto en la
prevencion del dafio tisular como en el dafio endotelial microvascular que se produce
por la presencia de T. cruzi en HPCVE, contribuyendo a disminuir la molécula de

adhesion ICAM-1 hasta niveles de expresion normales.

Sin embargo, el tratamiento con Simv sola no resulté ser efectivo para disminuir
la cantidad de DNA del parasito en ninguna de las condiciones experimentadas, lo que
es un resultado esperable puesto que el farmaco no posee accion tripanocida conocida,
sino que cumple un rol antiinflamatorio, vasodilatador y anti-plaguetario que mejora la
funcion endotelial. No obstante, cuando Simv es combinada con Bz, que si posee
accion tripanocida, se obtiene un tratamiento mas efectivo, en donde no solo se
previene el dafo tisular y endotelial, sino que también se disminuye la carga parasitaria
de T. cruzi en la infeccién con 10° tripomastigotes que se asemeja a la condicién de
Chagas crénica, segun un estudio realizado por Fretes y Kemmerling, 2012, lo cual
propone que el tratamiento es mas efectivo en una condicion cronica que en una
condicién aguda, ya que al probar con 10° tripomastigotes no se obtuvieron los mismos

resultados.®V
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Un estudio de Molina-Berrios y cols., 2013 también demostr6 que el tratamiento
con Bz permite reducir la activacion endotelial producida por T. cruzi, disminuyendo los
niveles de tromboxano y moléculas de adhesién, estudio que concuerda con nuestros
resultados en donde el uso de Bz disminuy6 la expresiéon ICAM-1 en HPCVE infectadas

con T. cruzi. ®

Por tanto, Simv y Bz tienen un mecanismo complejo de accién que les permite
inhibir el eje IKK-B/I-kB/NF-kB que esta asociado a inflamacion y que es comun en la
activacion de las moléculas de adhesion, lo que les permite en conjunto disminuir

potencialmente el dafio vascular que se produce en la infeccién por T. cruzi.®* 5"

Nuestro estudio demuestra que Simvastatina es eficaz para modular la
activacion del endotelio y por ende podria ser considerado como un potencial
adyuvante en el tratamiento convencional de la enfermedad de Chagas que permitiera

superar las dificultades que presenta el tratamiento vigente.
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CONCLUSIONES

La infeccidon ex vivo de explantes de vellosidades coriénicas humanas es
una excelente herramienta para estudiar mecanismos de infeccién parasitaria y

el efecto terapéutico de posibles drogas antichagasicas.

Simvastatina sola y en combinacion con Benznidazol previenen el dafio

tisular y la disfuncién endotelial inducido por Trypanosoma cruzi en HPCVE.

Sin embargo, Simvastatina sola no disminuye la carga parasitaria ni

potencia el efecto tripanocida de Benznidazol.
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Figura 1: Distribucion Global de la enfermedad de Chagas y flujo de migraciones

humanas.

Fuente: Patterson J, Guh F. Geographical Distribution of Chagas Disease. American

Trypanosomiasis (Chagas Disease) One Hundred Years of Research. 1st ed. Burlington

(VA): Elsevier Inc; 2010. p. 83-114.
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Figura 2: Distribucidon de vectores triatominos en América Latina

Mapa de regiones endémicas de la enfermedad de Chagas en América Central y
América del Sur en el cual se indican las 14 especies de vectores mas relevantes
epidemiolégicamente. Las cinco especies de vectores mas importantes son T.
infestans, R. prolixus, T. dimidiata, P. megistus y T. brasiliensis.

Fuente: Patterson J, Guh F. Geographical Distribution of Chagas Disease. American
Trypanosomiasis (Chagas Disease) One Hundred Years of Research. 1st ed. Burlington

(VA): Elsevier Inc; 2010. p. 83-114.
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Figura 3: Formas celulares de Trypanosoma cruzi.
El parasito presenta tres formas celulares: (A) amastigote, forma replicativa intracelular
en los mamiferos (B) epimastigote, forma replicativa en el tubo digestivo del agente

vector y (C) tripomastigote, forma infectante.

Fuente: Universidad de Texas Arlington,

<http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html>
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Figura 4: Transmisién vectorial y ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

El insecto vector (triatomino) al alimentarse de sangre de un individuo infectado con el
parasito ingiere los tripomastigotes. Los parésitos, a medida que avanzan por el tracto
digestivo del insecto vector, se diferencian a epimastigotes, los cuales se multiplican
guince a treinta veces. Cuando los epimastigotes alcanzan el intestino posterior del
insecto vector se diferencian nuevamente a tripomastigotes metaciclicos. El insecto al
alimentarse nuevamente, deyecta inmediatamente sus desechos contaminados con
parasitos que ingresan al individuo a través del sitio de la picadura o a través de las
mucosas. Los tripomastigotes penetran células nucleadas y se diferencian a

amastigotes multiplicandose repetidas veces intracelularmente, se diferencian a

tripomastigotes, lisan la célula, alcanzan la circulacion y se diseminan por todo el
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organismo hacia los 6rganos blancos, quedando expuestos para que nuevamente sean
ingeridos por un triatomino, cerrando asi el ciclo bioldgico.

Fuente: Rassi A Jr, Rassi A, Marin-Neto JA. Chagas disease. The Lancet. 2010 (375):

1348 - 402
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Figura 5: Drogas utilizadas en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Las dos drogas utilizadas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son los
compuestos nitro-heterociclicos Nifurtimox [3-metil-4(nitrofurfurilideneamino) tetrahidro-
4H-1,4-tiozina-1,1-diéxido] (A) y Benznidazol [N-benzil-2-nitroimidazol acetamida] (B).
Fuente: Antimicrobial Agents and Chemotherapy. American Society for Microbiology.

2005. VOL. 49.
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Figura 6: Barrera placentaria.

La barrera placentaria se encuentra a nivel de las vellosidades corionicas libres, esta
compuesta de sinciciotrofoblasto (ST), citotrofoblasto (CT), tejido conectivo fetal del
estroma velloso (VS), capilares fetales (FC), y ldmina basal entre el estroma velloso y el
trofoblasto (BLT) y alrededor del endotelio fetal (BLFC).

Fuente: Kemmerling U. et al., Infection and invasion mechanism of Trypanosoma cruzi
in the congenital transmission of Chagas” disease: A proposal. Biol Res. 2010;

43(3):307 — 16
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Figura 7: Benznidazol y Simvastatina previenen la destruccién y el
desprendimiento del sinciciotrofoblasto en vellosidades coriénicas infectadas ex
vivo con Trypanosoma cruzi.

HPCVE incubadas s6lo en presencia del parasito (Fig. 7 C) muestran desprendimiento
y destruccion del sinciciotrofoblasto (Flechas rojas Fig. 7 C) respecto al control (Fig. 7
A). Muestras incubadas con Bz (Fig. 7 D), Simv (Fig. 7 E) o ambas drogas (Fig. 7 F)
muestran un aspecto similar al control. HPCVE incubadas con parasitos y Bz (Fig. 7
G), parasitos y Simv (Fig. 7 H) o parasitos con ambas drogas (Fig. 7 |) conservan la
estructura del sinciciotrofoblasto y no se observa destruccién o desprendimiento como
en las vellosidades incubadas solo con parasitos (Fig. 7 C). Las HPCVE fueron
procesadas mediante técnicas histolégicas convencionales y teflidas con hematoxilina

eosina. Barra de aumento: 50 um.
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Figura 8: Benznidazol y Simvastatina previenen la desorganizacion de la lamina
basal en las vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con Trypanosoma cruzi.

HPCVE incubadas soOlo en presencia del parasito muestran una disminucion de la
tincion PAS (Flechas rojas Fig. 8 C) en comparacion al control (Fig. 8 A). HPCVE
incubadas sélo en presencia de Bz (Fig. 8 D), Simv (Fig. 8 E) o ambas drogas (Fig. 8
F) exhiben un patron de tincién similar al del control. Las muestras incubadas en
presencia del parasito con Bz (Fig. 8 G), parasito con Simv (Fig. 9 H) o parasitos con
ambas drogas (Fig. 8 1) exhiben un patrén de tincion similar al revelado por las
vellosidades control (Fig. 8 C). Las HPCVE fueron procesadas mediante técnicas

histolégicas convencionales y tefiidas con PAS. Barra de aumento: 50 pum.

57



Figura 9: Benznidazol y Simvastatina previenen la desorganizacion del coldgeno
tipo | en las vellosidades coridnicas infectadas ex vivo con Trypanosoma cruzi.

HPCVE incubadas solo en presencia del parasito muestran una evidente pérdida de la
birrefringencia (Fig. 9 C) respecto al control (Fig. 9 A). Muestras incubadas en
presencia de Bz (Fig. 9 D), Simv (Fig. 9 E) o ambas drogas (Fig. 9 F) muestran una
birrefringencia similar a la observada en el control (Fig. 9 A). Las HPCVE expuestas a
parasitos con Bz (Fig. 9 G), parasitos con Simv (Fig. 9 H) o parasitos con ambas
drogas (Fig. 9 I) muestran una birrefringencia en las fibras de colageno similar las
muestras control (Fig. 9 C). Las HPCVE fueron procesadas mediante técnicas

histol6gicas convencionales y teflidas con Picro Rojo sirio. Barra de aumento: 50 pm.

58



Contraste de Fase DAPI ICAM

7

Control [t

TNF-a

T cruzi

Simv

Bz + Simv

Bz+ T cruzi

Simv+ T. cruzi

Bz+ Simv+ T. cruzi

59



Figura 10: Benznidazol y Simvastatina disminuyen la expresion de la molécula de
adhesion ICAM-1 en las vellosidades coridonicas humanas infectadas ex vivo con
Trypanosoma cruzi.

HPCVE incubadas sélo en presencia del parasito (Fig. 10 T. cruzi) o con TNF-a (Fig.
10 TNF-a) exhiben aumento evidente de ICAM-1 respecto al control (Fig. 10 Control).
Las muestras incubadas en presencia de Bz (Fig. 10 Bz), Simv (Fig. 10 Simv) o ambas
drogas (Fig. 10 Bz+Simv), al igual que las muestras incubadas con parasitos y Bz (Fig.
10 Bz+T.cruzi), parasitos y Simv (Fig. 10 Simv+T.cruzi) o parasitos con ambas drogas
(Fig. 10 Bz+Simv+T.cruzi) muestran una expresion de ICAM-1 similar a la observada
en las muestras controles (Fig. 10 Control). Las HPCVE fueron procesadas mediante

técnicas de Inmunofluorescencia de rutina. Barra de aumento: 50 pm.
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Figura 11: Benznidazol s6lo y en combinacion con Simvastatina disminuyen la
infectividad en las vellosidades coridonicas humanas infectadas ex vivo con
Trypanosoma cruzi.

HPCVE fueron incubadas en presencia de 10° y 10° tripomastigotes de la cepa Y
(columnaizquierda de los graficos Ay B respectivamente), asi como en presencia
de Bz 20 uM, Simv 10 uM o ambas (columnas siguientes de izquierda a derecha en
gréficos Ay B).

Simv sola no es capaz de disminuir la cantidad de DNA del parasito en HPCVE
infectadas. Por el contrario, Bz disminuye significativamente (p < 0,01) la cantidad de
DNA del parésito en HPCVE infectadas.

HPCVE infectadas con 10° tripomastigotes y tratadas con Simv en combinacién con Bz
muestran una disminucion significativa (p < 0,01) de la carga parasitaria. Sin embargo,
HPCVE infectadas con 10° tripomastigotes con el mismo tratamiento no muestran

disminucion significativa de la cantidad de DNA del parasito.
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Los datos son una comparacion entre el DNA del parasito de los controles infectados y
los que recibieron algun tratamiento. La cuantificacion del DNA del parasito se realiz6
mediante PCR en tiempo real, mediante el método AA Ct. Los datos representan el
promedio + la DS de 3 experimentos independientes. La significancia de las diferencias
se evalué mediante la prueba ANDEVA seguido de Dunnett post-test, donde se

consider6 estadisticamente significativo un p < 0.05.
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ANEXOS

e ) 2o

SoMEDICAY

MECANISMOS DE ENFERMEDAD DE CHAGAS CONGENITA: INTERACCION
ENTRE Trypanosoma cruzi Y EL TROFOBLASTO EN LA PLACENTA
HUMANA

Nombre del Investgador principal. Ulrike Kemmerling

Institucién Inatituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile

Telsfonos: 9786261, 9786018, 9786071

La estamos invitando a participar en el proyecto de investgacidn “Mechanism of
congenital Chagas disease: Effective infection depends on the interplay
between Trypanosoma cruzi and the trophoblast in the human placenta”
(Mecanismos de enfermedad de Chagas Congénita. Interaccion entre
Trypanosoma cruzi y el trofoblasto en 13 placenta humana).

Objetivos Esta investigacion tiene por objetvo estudiar los mecanismos de
nfeccion placentana del pardsto que causa la Enfermedad de Chagas

El estudio inclusd a un numero total de 80 pacientes mujeres Departamento de
Obstetricia y Ginecologia, Hospital San José, Servicio de Salud Metropolitano
Norte

Procedimientos S Ud ascepta participar donass i placonta que so oblondrd ol
final de su embarazo durante el pano La placenta serd coupada en un momento
posterior en un wboramono de cencias blomdédicas para estUCE IO MEeCANISMOs
de infeccion placentaria del parasdo que causa la Enfermedad de Chagas. No se
guardardn muestras para estudios posternores y las placentas seran desechadas
sogun o protocolo para eliminacion de matenal bwlogeo de la “Unidad de
Pravencion de Riesgos” de la Facultad de Medicina de Ia Universidad de Chile EI
laboratono cuenta con la canificacidn de boseguridad requernda

Se usarin solamente placentas de madres y reciéon nacldos sanos,

Rigagos La donactn de la placenta no constituye rlesgo alguno para Usted
ya que después del parto este Grganc ya no cumple funciones en el organismo de
la madre r cumple funciones para el bebé

Costos El estudio que se reakzard con la placenta no bene costo pars Usted, ya
Que lodos los procedimienics que se efectuardn con la placenta se realizardn
postenos e independentements del parno

Como participants en este estudic Ud o su sistema previsonal deberan financiar
las hospilalizaciones honoranos, exdmenes y tratameentos habdusies para o

oatudio y atencion de su paro
'3 ( =7
Qh""'-w a haﬂ“‘ ‘/—_
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Beneficios La participacidn en este estudio aportara al conocimento scbre los
mecanamos de transmisidn de la Enfermedad de Chagas congénita

Sin embargo, no hay beneficos para a madre ni para ¢l N0 por 1a partopacdn
en ol estudio

Compensacién Ud no reciberda ninguna compensacon econdmica por su
partcpacidn en ol estudio

Confidencialidad Toda la wformacidn cervada de su partopacdn en esle
estudic serd tratada con estricta prvacdad, lo que incluye of acceso de los

Yoluntariedad Su partopacdn en esta investigacion es totaimente volurtana
Accionaimente. Usted puede rebusar paricipar y que puede cambiar de opinedn
después que ha aceptado donar la placenta s que eso afecte la caldad de I
atencidn que reciban la madre y el nifg

Complicaciones La donacion de ia placenta no nitediere con la atencdn hatxtual
de un parto normal 0 de un parto por cesdrea

Derechos del participante S« Ud requere cualquer otra informacon sobre su
participacién en este estudio puede Bamar a

Investigador
. Drea Ulrike Kemmering. 9786261

. Dr Nortel Galant, 9786475 9786018
. Or Juan Diego Maya 87868071

Autoridad de la Institucidn Director del insttuto de Ceoncias Bomédicas, Facuitad
de Medicina, Dr. Banjamin Sudrez. 9786067
Comité de Etica

*  Servicio de Salud Metropolitano Norte, 5758500

¢  Facultad de Medicina. Unwversidad de Chile 9786180

Conclusién

Después de haber recibido y comprandido la informacidn de este documento y de
haber podido aclaras todas mis Gudas, 0orgo Mi CONSENLIMMENto PAra PArbCIDM on
o proyecto “Mechanism of congenital Chagas disease: Effective infection
depends on the Interplay between Trypanosoma cruzi and the
trophoblast in the human placenta” (Mecanismos de enfermedad de

: S e
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%‘: '::““sa de IM
U

el

R

& N ttes 23 s¢1 %N

71



Chagas Congénita: Interaccion entre Trypanosoma cruzi y el trofoblasto
en la placenta humana)

Nombre de! sujeto Firma Fecha
Nombre de informante Firma Fecha
Nombre del investigador Firma Fechs
Nombre dei Director del Hospal Fima Fecha
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Anexo 2

UNIDAD DE PREVENCION DE RIEX=05 & BIOSEGURIDAD
FACULTAD DE MEMCINA
UNNER SIDAD DE CHILE

Santiago, May 057 2011.-

T
FOMDECYT PROGRAM
FREESENMT

Oear Sirs

The Risk Prevention and Biosafety Unit of the Faculty of Medicine, University of Chile hersby
certifies that it received for its stwdy, from responsible investigator Dr. Ulrike Kemmerling hasd
of the laboratony “Mechanism of Parasie Infection”, Program of Ansiomy and Developmental
Biology, Institute for Biomedical Sciences (ICBM), Faculy of Medicineg, Univesity of Chile the
project proposal titled 35 “Mechanism of congenital Chapas disease Effective infection
depends on the intE'|||:ﬂa'_||r between T. cruz and the trophoblast in the human placenta™
The project satisfies sl basic Biosafety requiraments to be carried out. 1t 3lso mests svary
demand established on manuals: CONICYT “Bicsafety 1 edition 15947 and "Manual of
Safety Standards, 2™ =dition 20087, "Ceanter for Control and Prevention of Diseases, COC, 4"
edition, “Safety in Laboratories Manwal, Warld Haslth Organization WHO, Geneva 2005,
rezsons why this unit approves its eventus| execution.

Responsible investigator Dr. Uinike Kemmering is commitisd to mest all biosafety standards
established in the formerly ciied manwals and thoss established in the Imemal Regulatons for
the functioning of the Laboraiories, Risk Prevention and Biosafety Unit, Faculty of Medicine,
University of Chile. Concomitantly she is responsible for the proper comphying of established
bizsafety regulations, of all participants of the aforementioned project

W

Receiving acknowledgement: Dr. Uirike HienmeTling

Professor Monica Acunia Patzke
Risk Prevention and Biosafety Unit Director

“Aftached Amnax DO1 Fandecyl  Projaci

[HUHS

Diaan, Doclor, Cadlla Bapliveds .

ica-Deaan, Or. Ennlo vivakdl

Bomadical Sdancas Instivie Diracior ICEM, Dr. Banjamin Suarer

Responsitie Imvesigaiar, Dra. Ulrike Kammering
Archives
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Anexo 3
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& UNIVERSIDAD DE CHILE-FACULTAD DE NEDICINA '’ ‘W b

COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS o &
‘M T

Sobre la base de esta informacion e Comité de Etica de la Investigaadn en
SaeusnamsdelaFawkaddeMeddnadelaUmvwsdaddeOﬂesehaer\oadomla
siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacidn se sefialan:

a) Caracter de la poblacion estudkada: Es una invesbgacon basca que utiliza un
modelo de infeccion de vellosidad candnica de placenta humano.

b) UblidaddelPrwectn Es un proyecto muy interesante que forma parte de una linea

de investigacion en Chagas congénita.

c) Riesgos y Beneficias: no hay

d) Proteccion de los participantes: Cuenta con un buen Consentiméento Informado para
obtencidn de placenta.

c) Notificedon oportund dc reacaoncs adverads: NO Ophcd.

f) La investigadora responsable se ha comprometido a entregar los resultados del
estudio a este Comité al finalizar ¢l proyecto,

Por 10 tanto, of comité estima que o estudio propuesto estd bien justificado y que no
wthwmlmwmmmnmﬁﬂms.mucosomdesmmm
Minimos.

Este comité también analizé y aprobd e correspondiente documento de Consentimiento
Informado en su version corregida del 08 de julio de 2011, que se adjunta firmado, fechado y
timbrado por o CEISH,

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacdn ética para la
realizacion dei estudio propuesto, dentro de las espedificaciones de protocolo.

Santiago, 11 de pdo de 2011,

MGH/mva.
c.c: Archivo Proy. 041-2011

Toléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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