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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, la
que puede ser transmitida en forma congénita. Interesantemente, so6lo un
porcentaje menor de las madres infectadas transmiten el parasito a sus fetos,
sugiriendo la existencia de factores de defensa placentarios locales. Se ha
postulado que el recambio epitelial del trofoblasto podria ser uno de ellos. El
recambio del trofoblasto implica una regulacién precisa de la proliferacion,

diferenciacion y muerte celular, requiriendo cambios en la expresion génica.

La expresion génica esta regulada, entre otros, a nivel postranscripcional
por miRNAs que reprimen mRNAs. El cluster C19MC es la region genémica méas
grande que codifica a miRNAs, es placenta-especifica y codifica a miR-512-3p.
Este miRNA regula la diferenciacion y muerte celular en el trofoblasto mediante la
represion del inhibidor de la caspasa 8 (c-FLIP). La caspasa 8 es una enzima
fundamental tanto en la diferenciacion como apoptosis del trofoblasto, es activada
por T. cruzi y se relaciona con la susceptibilidad a la infeccion.

Considerando estos antecedentes, se propuso como hipotesis que “La
diferenciacion celular y apoptosis inducida por T. cruzi en el trofoblasto es mediada
por miR-512-3p via represion del inhibidor de caspasa 8 c-FLIP. El aumento de la
expresion de miR-512-3p disminuye la probabilidad de infeccion del parasito en

explantes de placenta humana”.

Los resultados demuestran que T. cruzi aumenta la expresion del miR-
512-3p durante la infeccién ex vivo de explantes de placenta humana. A su vez
este mMiRNA media la expresion de su mensajero blanco (c-FLIP), pero el parasito
no altera los niveles del transcrito de c-FLIP. La diferenciacion celular del
trofoblasto inducido por T. cruzi esta mediada parcialmente por miR-512-3p, dado
gue previene el aumento de la hormona gonadotrofina coriénica humana inducida
por el parasito, pero no el del factor transcripcional human Glial Cell Missing-1.
Por otra parte, miR-512-3p previene el aumento de la actividad de las caspasas 3

y 8 inducidas por T. cruzi, pero no la fragmentacion del DNA. Ademas, miR-512-

XVi



3p media la susceptibilidad a la infeccion con T. cruzi. Se concluye que el recambio
epitelial del trofoblasto inducido por T. cruzi, en particular la diferenciacion y
apoptosis del trofoblasto, estd mediada al menos parcialmente, por el miR-512-
3p, determinando la susceptibilidad a la infeccion ex vivo en explantes de placenta

humana.
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ABSTRACT

Role of miR-512-3p in Trypanosoma cruzi-induced trophoblast cell
differentiation and apoptosis in an ex vivo infection model of human

placental explants.

Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease, which can be
transmitted congenitally. Interestingly, only a small percentage of infected mothers
transmit the parasite to their children, suggesting the presence of local placental
defense mechanisms. It has been postulated that the epithelial turnover of the
trophoblast is one of these. The trophoblast turnover implies a tight regulation of
cellular proliferation, differentiation, and cell death, which require changes of gene
expression.

Gene expression is regulated post-transcriptionally through miRNAs that
repress mMRNAs, among other mechanisms. The C19MC cluster is the largest
genomic region that codifies miRNAs; these miRNAs are placenta-specific and
include miR-512-3p. This mMIRNA regulates trophoblast turnover through
repression of the caspase 8 inhibitor c-FLIP. Caspase 8 is a key enzyme involved
in cellular differentiation and apoptotic cell death in the trophoblast and is activated
by T. cruzi, and is related to the susceptibility of the placental to infection.

Therefore, we propose the following hypothesis: “T. cruzi-induced cellular
differentiation and apoptosis in the trophoblast is mediated by miR-512-3p through
repression of the caspase 8 inhibitor c-FLIP. The increased miR-512-3p
expression decreases the probability of parasite infection in human placental
explants”.

Our results show that T. cruzi increases miR-512-3p expression in ex vivo
infection of human placental explants. MiR-512-3p mediates the expression of c-
FLIP, but the parasite does not affect c-FLIP expression. Furthermore, miR-512-
3p partially mediates T. cruzi-induced trophoblast differentiation, because it
prevents the parasite-induced increase of human chorionic gonadotropin, but not
the increase of transcriptional factor human glial cell missing-1. On the other hand,
miR-512-3p prevents the T. cruzi-induced activity of caspases 3 and 8, but not

DNA fragmentation. We conclude that the T. cruzi-induced trophoblast epithelial
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turnover, particularly cellular differentiation and apoptosis, is mediated in part by
miR-512-3p, determining the susceptibility to ex vivo infection of human placental

explants.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas (CD por sus siglas en inglés), también conocida
como Tripanosomiasis Americana, es causada por el protozoo parasito
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y es considerada por la Organizacion Mundial de la
Salud como una enfermedad tropical desatendida (WHO, 2010; Rassi et al.,
2012). CD es una zoonosis potencialmente mortal y aunque la mayoria de los
pacientes infectados son asintomaticos, alrededor de un 30 a 40% de ellos
desarrollan enfermedades cardiacas, desordenes gastrointestinales, o ambos
(Rassi et al., 2010; Sales et al., 2017). La CD es transmitida principalmente por
insectos vectores de la familia de los triatominos; sin embargo, existen otros
mecanismos de transmision no vectoriales que incluyen la transfusion sanguinea,
trasplante de 6rganos, transmision oral, y la transmision congénita (Rassi et al.,
2012).

Epidemiologia

La CD es endémica en 21 paises de Latinoamérica; se estima que
aproximadamente 6 a 7 millones de personas estan infectadas con T. cruzi y es
responsable de 10.000 a 15.000 muertes anuales (WHO, 2015; De Oliveira et al.,
2018; Kemmerling et al., 2019). En Chile, al afio 2011, la tasa de incidencia de CD
erade 11,1 por cada 100.000 habitantes. Segun datos reportados por la Encuesta

Nacional de Salud 2009-2010 en la poblacién chilena menor a 15 afios, la



infeccion por el parasito afecta al 0,7% de la poblacion, con prevalencia de 1,5%
en zonas rurales y 0,6% en zonas urbanas, teniendo una tasa de mortalidad
cercana a 0,5 por cada 100.000 habitantes para el afio 2013 (Ministerio de Salud,
2016). La carga econdémica mundial de CD se estima en alrededor de 7.200
millones de délares al afio, con un 15% de costos pertenecientes a paises no
endémicos. Debido a la migracion de personas desde Latinoamérica, la CD se ha
extendido hacia areas no endémicas y se ha reportado en paises como Canada,
Estados Unidos, Japon, Australia, Nueva Zelanda, Italia y Espafa (Requena-
Méndez et al., 2015; De Oliveira et al., 2018). Segun estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud, 1.125.000 mujeres en edad fértil estan
infectadas con T. cruzi en Latinoamérica, con una incidencia de infeccion
congénita de alrededor de 9.000 casos por afio y cientos de casos en Estados
Unidos y Europa (WHO, 2015). Adicionalmente, segun la Organizacion
Panamericana de la Salud, alrededor de un 25% de nuevos casos de CD es a
causa de la transmisioén congénita (Carlier & Truyens, 2015; Stillwaggon et al.,

2018; Kemmerling et al., 2019).

Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un protozoo flagelado perteneciente al orden Kinetoplastidae y
a la familia Trypanosomatidae, que presenta una gran diversidad genética,
bioldgica y bioquimica. Las diferentes cepas del parasito se clasifican en siete

unidades de tipificacién discretas (DTUs, por sus siglas en inglés): Tcl-TcVI y



Tcbat (Zingales, 2018), las que se correlacionan con la virulencia y tropismo tisular
(Kemmerling et al., 2019). En el ciclo de vida de T. cruzi se reconocen cuatro
formas celulares: el tripomastigote sanguineo y amastigote se observan en
mamiferos infectados, mientras que los epimastigotes y los tripomastigotes
metaciclicos se encuentran en el insecto vector. En este ciclo biolégico de T. cruzi
(Figura 1) los tripomastigotes sanguineos (forma extracelular no replicativa)
presentes en el mamifero infectado son ingeridos por el insecto vector hematéfago
durante su alimentacién. Los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes en el
tracto digestivo anterior del insecto y como tales se replican extracelularmente.
Luego, en el tracto digestivo posterior los epimastigotes se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos, que son altamente infectivos y eliminados en las
deyecciones del insecto vector. El ingreso del parasito al hospedero ocurre
facilitado por las lesiones provocadas por rasgufios en la zona de la picadura. Las
primeras células que son invadidas por el parasito son células presentadoras de
antigeno como los macrofagos. Intracelularmente, el tripomastigote se diferencia
en amastigote y después de varias replicaciones se diferencia a tripomastigote,
que al lisar la célula invade células vecinas o es liberado a la circulacion sanguinea
mediante la cual llega a los 6rganos blancos como musculo esquelético y
cardiaco, sistema nervioso y placenta. El ciclo se cierra cuando un insecto vector
nuevamente ingiere sangre con los tripomastigotes sanguineos y de esta manera

se perpetua la presencia del parasito (Souza, 2002; Barr, 2009; Rassi et al., 2010).



Figura 1. Ciclo biolégico de T. cruzi (via vectorial). (1) Picadura del vector e ingesta
de sangre infectada con tripomastigotes sanguineos desde un hospedero vertebrado
(mamifero). (2) Tripomastigotes ingeridos se diferencian en el intestino del insecto a
epimastigotes e inician el proceso de division celular; posteriormente estos se diferencian
a tripomastigotes metaciclicos. (3) Las deyecciones del insecto vector contienen
tripomastigotes metaciclicos que son depositados sobre la piel 0 mucosa e invaden las
células del hospedero. (4) Los tripomastigotes se diferencian a amastigotes y se
multiplican en el citoplasma para luego diferenciarse a tripomastigotes que (5) lisan la
célula, llegan al torrente sanguineo y se diseminan por todo el organismo. (Elaborado con
BioRender.com por Ana Liempi).



Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

La CD presenta dos fases clinicas, una aguda y otra crénica. La fase aguda
es generalmente asintomatica, aunque en caso de presentar sintomas éstos se
manifiestan cominmente como un cuadro febril autolimitante. Sin embargo, en la
fase aguda se puede presentar una severa miocarditis, meningoencefalitis o
ambas, que lleva a la muerte en el 5 a10% de los casos. La fase cronica a su vez
se divide en una fase cronica indeterminada y otra sintomatica. La fase cronica
indeterminada consiste en un periodo de infeccion latente, con una baja
parasitemia, ausencia de sintomas clinicos y serologia positiva, que puede durar
un tiempo indefinido o progresar hacia la fase cronica sintomética, incluso 10-15
afios post-infeccion (Prata, 2001). Aproximadamente un 30% de los pacientes
progresan a la fase cronica sintomética, la cual se caracteriza por presentar
cardiomiopatias asociadas a arritmias y disfuncion cardiaca: También se pueden
producir desérdenes de motilidad que afectan el esd6fago y el colon,
manifestandose como megaesofago y megacolon, respectivamente (Rassi et al.,
2010; Tustin & Bowman, 2016). En esta etapa los parasitos son dificilmente

detectables en circulacion (Rassi et al., 2010; Mufioz-Saravia et al., 2012).



Tratamiento

El tratamiento actual de CD se basa en dos farmacos nitroheterociclicos,
nifurtimox y benznidazol. Ambos presentan efectos secundarios significativos que
llevan a interrumpir el tratamiento. Ademas, el tratamiento con estos farmacos
fracasa incluso durante una infeccidbn aguda, que es cuando la terapia con
antiparasitarios es mas efectiva, considerandose lejos de ser ideales.
Adicionalmente son teratogénicos y por ende, no pueden ser utilizados durante el

embarazo (Rojo et al., 2014; Sales et al., 2017).

1.2. Enfermedad de Chagas Congénita

La transmisién madre-feto ocurre en un promedio del 5% de las madres
infectadas, con una incidencia de 15.000 casos por afo (Carlier et al., 2015). En
regiones de Chile donde la enfermedad es endémica (norte y centro de Chile), la
tasa de transmision congénita varia entre 4,7 y 8,4% (Jercic et al., 2010; Apt et al.,

2013).

La CD congénita se considera una infeccién aguda. Alrededor del 60% de
los recién nacidos infectados congénitamente no presentan manifestaciones
clinicas especificas, aunque presentan frecuentemente bajo peso al nacer y baja
puntuacion de Apgar. Ademas, hay una mayor probabilidad de partos prematuros
y mortinatos en comparaciéon a los recién nacidos no infectados. El resto de los

recién nacidos infectados congénitamente pueden presentar manifestaciones



clinicas graves que pueden llevar rapidamente a la muerte (Carlier & Truyens,

2015; Kemmerling et al., 2019).

La infeccion congénita puede ocurrir en la fase aguda o cronica de la
infeccion materna, repetirse en cada embarazo y observarse de una generacion a
otra. Por ende, constituye un gran problema de salud publica, el cual puede
extenderse facilmente no solo en el tiempo (durante el periodo fértil de la vida de
una mujer), sino también en el espacio (globalizacién) a través de migraciones de

mujeres fértiles infectadas (Carlier & Truyens, 2015).

Durante la transmision congénita, el parasito atraviesa a la barrera
placentaria para alcanzar al feto. Sélo un porcentaje de las madres infectadas
transmiten el parasito a sus fetos. Este hecho indica que tanto la placenta como
el sistema inmune de la madre y del feto en desarrollo pueden impedir la
transmision del T. cruzi. Por lo tanto, la transmision congénita del parasito es
producto de una interaccion compleja entre el parasito, la respuesta inmune
materna y del feto/recién nacido, y factores placentarios, siendo este ultimo el

menos estudiado (Liempi et al., 2016).

El parésito

La transmisién congénita de T. cruzi se relaciona significativamente a la
parasitemia de la madre. Asi, en el caso de infeccién aguda, donde hay una alta

parasitemia, la tasa de transmision es alta (30 a 50%) en comparacién a pacientes



con infeccion crénica, donde la parasitemia y tasas de transmision son bajas (1-
21% aproximadamente) (Liempi et al., 2016). Se ha postulado, que el tipo de cepa
también podria estar relacionado con la probabilidad de transmisién congénita.
Asi, las cepas correspondientes a DTUs I, V y VI predominan en nifios infectados

congénitamente (Bisio et al., 2011; Ortiz et al., 2012; Medina et al., 2018).

Respuesta inmune materna y del feto/recién nacido

Durante el embarazo existe una condicion inmunolégica particular, ya que
por una parte, se requiere tolerar el feto quien presenta antigenos paternos y por
otra parte se generan respuestas inmunes innatas y adaptativas mas eficientes
contra patdgenos. Estas respuestas inmunes particulares y especificas son a su
vez moduladas por el sistema inmune fetal en desarrollo (Aghaeepour et al., 2017;
Mor et al., 2017; Carlier et al., 2020). Es importante sefialar que la placenta juega un
rol relevante en la regulacién de la respuesta inmune materna y fetal, e induce la
defensa inmune innata local (Liempi et al., 2016; Arora et al., 2017; Mor et al.,

2017).

Placenta

Esta barrera placentaria debe ser atravesada por los distintos patégenos,
incluido T. cruzi, para infectar al feto durante la transmision congénita (Figura 2).
El mantenimiento de la barrera placentaria estd asegurado parcialmente por el

recambio del trofoblasto (Kemmerling et al., 2010; Liempi et al., 2016).
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Figura 2. Barrera placentaria humana. Las unidades funcionales de la placenta son las
vellosidades coriénicas que estan formadas por el trofoblasto y capilares fetales (BF),
separados del estroma velloso (VS) por sus respectivas laminas basales (BM). La sangre
materna rodea al trofoblasto y entra en contacto con él en el espacio intervelloso
placentario. El trofoblasto esta compuesto por el sinciciotrofoblasto (ST), y el
citotrofoblasto (CT). En la transmisidn congénita, el parasito desde la sangre materna (1),
entra en contacto con el trofoblasto en el espacio intervelloso (2), donde debe atravesar
la barrera placentaria para llegar a los capilares fetales (3) e infectar al feto. (Figura
tomada de Kemmerling et al., 2019).

Trofoblasto y recambio epitelial como mecanismo de defensa contra T. cruzi

El trofoblasto es el principal componente de la placenta y constituye el

primer tejido de la barrera placentaria en contacto con la sangre materna. El



trofoblasto se origina en el blastocisto y se diferencia en dos subtipos: i)
Trofoblasto extravellositario, que son células que invaden el endometrio materno
y ii) Trofoblasto vellositario formado por células que permanecen al interior de la
placenta y que son parte de la barrera placentaria (Gauster & Huppertz, 2010;

Kemmerling et al., 2010; Liempi et al., 2016).

El trofoblasto vellositario es un epitelio bi-estratificado que se compone de
dos capas celulares: el sinciciotrofoblasto (ST) y el citotrofoblasto (CT). EI CT
posee altas propiedades proliferativas, mientras que el ST diferenciado pierde
esta capacidad mitética y no es capaz de proliferar. EI ST es una capa
multinucleada y continua que recubre a la superficie externa de las vellosidades
coridnicas y se encuentra en contacto directo con la sangre materna. Esta capa
celular es un tipico sincicio con membrana plasméatica sélo en la parte basal y
apical. Es generado y mantenido por medio de fusion sincicial por incorporacién
de células del CT (Huppertz & Gauster, 2011; Mayhew, 2014; Liempi et al., 2016).
Se ha postulado que el trofoblasto, como epitelio de revestimiento, forma una
barrera fisica para los patdégenos (Liempi et al., 2014, 2016). Por otra parte, el
recambio epitelial ha sido considerado parte del sistema inmune innato (Figura 3)
debido al hecho de que los patégenos previa invasion celular, deben adherirse a
la superficie celular. Como estas células son constantemente removidas, los
patdgenos asociadas a ellas también los son (Janeway & Traver, 2004; Liempi et

al., 2014).
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Figura 3. Recambio del trofoblasto como mecanismo de defensa ante T. cruzi.
Durante la transmisién congénita, los tripomastigotes (en verde) que circulan por el
espacio intervelloso (IVS) deben atravesar la barrera placentaria. La barrera placentaria
esta formada por las dos capas del trofoblasto (citotrofoblasto (CT) y sinciciotrofoblasto
(ST)), el estroma velloso (VS), los capilares fetales (FC) y las laminas basales que
separan al VS del trofoblasto (BLT), asi como a los endotelios fetales del VS (BLFC). En
la transmisién congénita los parasitos, previa invasién celular, deben adherirse a las
células. Dado que estan en constante recambio, las células son removidas, y asi también
los parasitos asociados a éstas (Figura tomada de Liempi et al., 2016).

El recambio del trofoblasto implica una orquestacion precisa de diferentes
procesos celulares (Figura 4), entre los cuales se encuentra la proliferacion
celular del CT, la diferenciacidn celular, donde las células del CT se fusionan
con el ST y por ultimo la muerte celular tipo apoptosis (Huppertz & Gauster,
2011; Mayhew, 2014; Liempi et al., 2016). Es importante destacar que T. cruzi
induce todos estos procesos celulares en el trofoblasto (Duaso et al., 2011;Liempi

et al., 2014, 2016; Kemmerling et al., 2019).
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Figura 4. Procesos involucrados en el recambio del trofoblasto. citotrofoblasto (CT).
(Figura modificada de Benirschke et al., 2016).

Proliferacion celular: solo las células del CT son capaces de proliferar

(Mayhew, 2014). En células BeWo (linea celular de trofoblasto) T. cruzi induce
sintesis de DNA, incremento en el porcentaje de células en fase S y G2/M del ciclo
celular, y la expresion de distintos marcadores de proliferacion como AgNORs,
PCNA y Ki67 (Droguett et al., 2017). En el caso de HPE, el parasito también
incrementa la sintesis de DNA, asi como el marcador de proliferacion PCNA

(Droguett et al., 2017).

Diferenciacién _celular: tanto el crecimiento, como la expansion y

mantenimiento del sinciciotrofoblasto durante el embarazo dependen
principalmente de la incorporacién continua de células del CT al ST, lo que implica

gue las células del CT se diferencian y fusionan con el ST (Huppertz & Gauster,

12



2011; Mayhew, 2014). En el laboratorio se ha demostrado que concentraciones
bajas del parésito inducen la diferenciacion del trofoblasto, lo que se ve reflejado
en lainduccion de la expresion de proteinas de la gonadotropina coriénica humana
beta (B-hCG) y la sincitina (Liempi et al., 2014), que son considerados los
principales marcadores bioquimicos de diferenciacion del trofoblasto (Benirschke
et al., 2006). Se ha relacionado la induccién de diferenciacion del trofoblasto con
la activacion de la via de transduccion de sefiales MAPK (Forbes & Westwood,

2010), via que es también modulada por el parasito (Castillo et al., 2013).

Muerte celular tipo apoptosis: la continua generacion de nodos apoptoticos

es parte del recambio normal del trofoblasto ya que compensa la incorporacion
continua de células CT al ST (Mayhew, 2014). La muerte celular tipo apoptosis y
la diferenciacion celular estan estrechamente relacionadas en el trofoblasto. Asi,
la diferenciacion y fusiéon celular de CT esta regulada (entre otras) por caspasas
gue estan involucradas en la muerte celular apoptética (Carrillo et al., 2016; Liempi
et al.,, 2016). En particular, la caspasa 8, una caspasa iniciadora de la via
extrinseca de la apoptosis, regula la diferenciacion y fusion del trofoblasto. Se
activa en las células CT altamente diferenciadas justo antes de la fusion y escolta
el contenido de las células en fusion, incluido el nucleo, al ST. No se ha descrito
caspasa 8 activada en las células CT en proliferacion (Huppertz & Gauster, 2011,
Pidoux et al., 2012). En HPE, T. cruzi induce muerte celular tipo apoptosis, la cual

fue evidenciada mediante microscopia electronica de transmision, fragmentacion
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de DNA y deteccion de caspasa 8 activada (Duaso et al., 2011). Mas adn, en
células BeWo la inhibicién de la caspasa 8 aumenta la infeccion de T. cruzi,
medido por la cantidad de DNA del parasito y niumero de parasitos por células

(Carrillo et al., 2016).

Todos estos procesos celulares implican un profundo cambio en la
expresion génica del trofoblasto. Se ha demostrado previamente mediante analisis
por microarrays, que el parasito induce profundos cambios en la expresién génica

durante la infeccién ex vivo de HPE (Castillo et al., 2018).

La expresidn génica esta regulada por multiples factores tanto a nivel
transcripcional como  postranscripcional  (Ghedira, 2018). A nivel
postranscripcional, los RNA pequefios no codificantes (incluyendo los microRNAS)
son parte de estos mecanismos reguladores (Brennecke et al., 2005). Por otra
parte, se ha descrito que la infeccidon por T. cruzi altera la expresiéon de miRNAs
en el hospedero (Zheng et al., 2013; Linhares-Lacerda et al., 2015; Navarro et al.,

2015; Ferreira et al., 2017).

1.3. Regulacién de la expresién génica mediante miRNAs

Los RNAs pequefios no-codificantes y en particular los miRNAs tienen un
rol relevante en la regulacién de la expresion génica. Es importante destacar que
los defectos genéticos y epigenéticos de los miRNAs y su maquinaria de

procesamiento son fundamentales en la etiopatogenia de diversas enfermedades
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(Esteller, 2011; Hayder et al., 2018). Los miRNAs regulan la expresion de mas del
30% de genes fundamentales involucrados en procesos biolégicos claves
incluyendo el desarrollo embrionario, proliferacién y diferenciacién celular, muerte
celular tipo apoptosis, metabolismo y respuesta inmune (Kim & Kim, 2007; Hayder
et al., 2018). Los miRNAs reprimen a los mRNA de manera secuencia-especifica
mediante dos mecanismos: a) degradacion del mRNA y b) inhibicion de la

traduccion del mMRNA (Vasudevan, 2012).

Los miRNAs son moléculas de RNA de una sola hebra con una longitud
entre 18 y 22 nucleotidos. En humanos se han descrito mas de 2500 miRNAs (Min
& Chan, 2015). Mas del 70% de los precursores de los miRNAs estan localizados
en intrones o exones de genes codificantes de proteinas, el resto esta codificado
en regiones intergénicas (De Rie et al., 2017). Estos ultimos son transcritos
independientemente de los genes del hospedero, a través de sus propios
promotores (Kim & Kim, 2007). Algunos miRNAs son transcritos como un unico
transcrito largo llamado cluster, que puede tener regiones similares y en cuyo caso
se consideran una familia (O’Brien et al., 2018). La biogénesis de los miRNAs
ocurre principalmente a través de la via canonica: en el nicleo se transcribe el
MiRNA primario (pri-miRNA), posteriormente es procesado por la ribonucleasa lll
Drosha a pre-miRNA, el cual es un precursor de doble hebra de 70 nucleétidos. El
pre-miRNA es exportado hacia el citoplasma por la exportina 5 y es procesado por

la endonucleasa Dicer. Este procesamiento involucra la remocion del loop
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terminal, resultando en un miRNA duplex maduro. Ambas hebras (tanto 3’ como
5’) del miRNA duplex pueden ser cargadas en las proteinas de la familia Argonauta
(AGO), dependiendo en parte de la estabilidad termodinamica de las hebras. Una
vez cargada la proteina AGO con la hebra, se forma el complejo minimo de
silenciamiento inducido por miRNA (miRISC), el cual posteriormente reprimira los

MRNAs (Ha & Kim, 2014; O’Brien et al., 2018).

Los miRNAs prometen ser herramientas diagnosticas, prondsticas y
terapéuticas para diferentes patologias, incluyendo neoplasias malignas (Bertoli
et al., 2015; Zhang et al., 2015; Sun et al., 2018) e infecciones (Esteller, 2011;
Auvinen, 2017; Daly & Driscoll, 2017), ya que poseen las siguientes

caracteristicas:

0] Los cambios en la expresion de miRNAs pueden ser detectados en
fluidos biologicos debido a la estabilidad que le confiere el estar unido a
microparticulas o proteinas de unién, que impiden su digestion por la

RNasa del plasma (Zhang et al., 2015).

(i) La expresion de los miRNAs es tejido especifica, expresandose solo en
un tipo de tejido y no en otro, como el caso del cluster C19MC en

placenta (Lu et al., 2005; Sadovsky et al., 2015).
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(i)  Los miRNAs son estables en tejidos fijados en formalina y embebidos
en parafina, lo cual permite su estudio mediante el uso de técnicas

histolégicas (Li et al., 2007).

(iv)  Laexpresion de los miRNAs puede ser modulada tanto en su biogénesis

como en su mecanismo de accion (Anthiya et al., 2018).

(V) Se han administrado miRNAs in vivo y no se han detectado efectos
adversos significativos (Obad et al., 2011; Sadovsky et al., 2015). Mas
aun, en la actualidad existen diversos ensayos clinicos para el uso de

mMiRNAs (Ottosen et al., 2015; Van Der Ree et al., 2016).

Cabe mencionar que en T. cruzi no existen RNAs pequefios no codificantes
canonicos tales como miRNAs y siRNAs (Franzén et al., 2011), por lo que es
posible el estudio especifico de miRNAs de placenta humana inducidos por una

infeccion con T. cruzi sin interferencia de miRNAs propios del parasito.

1.4. miRNAs en placenta

Los miRNAs en placenta regulan tanto el desarrollo de la misma como sus
procesos fisioldgicos, incluyendo proliferacion y diferenciacion celular, apoptosis,
migracion, invasion, angiogénesis y la expresion de genes antioxidantes (Maccani
et al., 2011; Lycoudi et al., 2015). Existen miRNAs placenta-especificos, algunos
de ellos se expresan diferencialmente en las distintas etapas de desarrollo (Liang

et al., 2007; Morales-Prieto et al., 2012).
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En humano se ha descrito que la mayoria de los miRNAs asociados al
embarazo se encuentran agrupados en tres “clusters”, el C19MC y el miR-371-3
en el cromosoma 19y el C14MC en el cromosoma 14 (Morales-Prieto et al., 2013).
El cluster C19MC representa uno de los clusters mas grandes del genoma
humano, comprende cerca del 8% de todos los genes de miRNAs humanos
conocidos, y es expresado exclusivamente en la placenta y en células
indiferenciadas. Este cluster tiene un tamafio aproximado de 100 kb y abarca 46
genes de miRNAs que producen 58 miRNAs maduros. Se localiza en el
cromosoma 19q13.41 y se expresa Unicamente en el alelo paterno, mientras que
el alelo materno esta silenciado epigenéticamente. C19MC se considera
especifico de primates y humanos y su expresion se limita al sistema reproductivo
y particularmente a la placenta (Ambros, 2004; Lin et al., 2010; Donker et al.,
2012). El trofoblasto es considerado como la fuente principal de miRNAs
pertenecientes al C19MC (Luo et al., 2009). La expresion alterada de miRNAs de
C19MC se ha asociado a patologias del embarazo como la preeclampsia,
neoplasias malignas e infecciones (Hromadnikova et al., 2015; Sadovsky et al.,

2015; Hayder et al., 2018).
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MiR-512-3p

Entre los miRNAs codificados por el cluster CL9MC se encuentra el miR-
512-3p que reprime el inhibidor de la caspasa 8 “cellular FLICE-like inhibitory
protein” (c-FLIP). Por ende, aumenta la actividad de la caspasa 8, la que esta
asociada a los procesos de diferenciacion y muerte celular durante el recambio
epitelial del trofoblasto (Chen et al., 2010). Como se ha descrito mas arriba, T.
cruzi induce activacion y actividad enzimatica de esta enzima tanto en HPE como
en células BeWo y se considera parte de los mecanismos antiparasitarios locales
(Carrillo et al., 2016; Liempi et al., 2016; Kemmerling et al., 2019). Adicionalmente,
trabajos previos del laboratorio demuestran que T. cruzi induce la expresion de

este miRNA.

En esta tesis se plantea estudiar el posible rol de miR-512-3p durante la
interaccidn placenta-T. cruzi. Se propone que, en respuesta a la infeccién con el
pardsito, en el tejido placentario se induce a miR-512-3p como mecanismo de
defensa. Especificamente, miR-512-3p estaria involucrado en la diferenciacion y
muerte celular tipo apoptosis (mediados por caspasa 8) inducido por T. cruzi, que

a su vez se asocian al recambio epitelial del trofoblasto.

El estudio de los miRNAs placentarios y modulados por el parasito permitira

tener un mayor conocimiento sobre la fisiopatologia de la transmision congénita
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de T. cruzi e identificar posibles herramientas diagnosticas y terapéuticas de la CD

congénita.
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2. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Considerando: i) que la diferenciacion celular y apoptosis inducida por T.
cruzi en el trofoblasto son parte de los mecanismos de defensa anti-parasitarios
de la placenta, ii) que estos procesos biolégicos son mediados por miR-512-3p, y
iil) que T. cruzi aumenta la expresion de miR-512-3p, se propone la siguiente
hipotesis:

“La diferenciacion celular y apoptosis inducida por T. cruzi en el
trofoblasto es mediada por miR-512-3p via represion del inhibidor de
caspasa 8 c-FLIP. El aumento de la expresion de miR-512-3p disminuye la

probabilidad de infeccién del parésito en explantes de placenta humana”™.

2.1. Objetivo General

Estudiar el rol de miR-512-3p en la diferenciacién celular y apoptosis del
trofoblasto inducido por T. cruzi, asi como en la probabilidad de infeccion en

explantes de placenta humana.
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2.2. Objetivos especificos:

1. Determinar los niveles de expresion y localizacion de miR-512-3p en HPE
en respuesta a la infeccidén con T. cruzi.

2. Estudiar el efecto de miR-512-3p inducido por T. cruzi en HPE sobre la
diferenciacion celular y apoptosis en el trofoblasto.

3. Determinar el posible rol de miR-512-3p en la probabilidad de infeccion de

T. cruzi en HPE.

Enla Figura 5 se muestra un esquema de la hipotesis de trabajo propuesta.
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Figura 5. Esquema de la hipotesis de trabajo propuesta para la tesis. La infeccion
con T. cruzi aumenta los niveles del miR-512-3p en el trofoblasto, el cual reprime al MRNA
de c-FLIP impidiendo su traduccién, por consiguiente, lleva a un aumento en la actividad
de la caspasa 8 produciendo un aumento en la diferenciacion y apoptosis del trofoblasto.
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3. MATERIALES Y METODOS

23

3.1. Reactivos y sistemas comerciales
3.1.1 Reactivos
Reactivo Marca N“mero de
catalogo
2-propanol Chemix 67-63-0
4,6-diamino2-2fenilindol (DAPI) Invitrogen™ 10184322
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)  Winkler ED-0760
Agua libre de nucleasas Sigma-Aldrich 7732-18-5
Albumina de suero bovino (BSA) Winkler BM-0150
AntagomiR scrambled Abm® MNHO00000
AntagomiR-512-3p Abm® MNH02850
AntagomiR-Cy3 Abm® -
Anticuerpo de oveja anti-DIG-AP Merck 11093274910
Bicarbonato de Sodio Winkler S0-1410
Celular Nuclear Fast Red vector H-3403-500
Laboratories®
Citrato de sodio tribasico dihidratado Merck 6132-04-3
Cloruro de Potasio Winkler PO-1260
Cloruro de Sodio Winkler S0-1455
Dietilpirocarbonato (DEPC) Winkler BM-0650
Eosina A (amarillenta) Merck 1.02439.2500
Etanol absoluto Winkler 64-17-5
Ficoll® 400 Sigma-Aldrich 26873-85-8
Formaldehido 4% Sigma-Aldrich 1.00496
Forskolina Merck 66575-29-9
Herr]atoxlllna en solucion modificada Merck 1.05175.2500
segun Gill 1I
gﬁé@ﬁiﬁfégg MIRCURY LNA miRNA Qiagen® YD00612202
Levamisol Sigma-Aldrich 31742-250MG
Medio de montaje acuoso para Vector H-1000-10
fluorescencia Vectashield® Laboratories®
Mimic scrambled Abm® MCHO00000
Mimic-512-3p Abm® MCHO02850



NBT-BCIP® Sigma-Aldrich 11697471001
Parafina Surgipath Paraplast Plus Leica 39601006
Polivinilpirrolidona (PVP) Merck 9003-39-8
r-hTNF-a Roche 11371843001
RNA Later® ThermoFisher AM7021
RNAzol® RT Sigma-Aldrich R4533-100ML
g‘;ﬁg%ﬁ’m‘;g’"RCURY LNAMIRNA = oiagen® YD00699004
Suero de oveja Sigma-Aldrich S2263-100ML
Suero fetal bovino inactivado Sigma-Aldrich F9665-500ML
Tampon fosfato salino 10x Roche 11666789001
Tris Winkler BM-2000
Triton® X-100 Sigma-Aldrich 9002-93-1
Tween-20 Winkler BM-2031
ggiehcst%/:]ngrlé/tr)go MIRCURY LNA miRNA Qiagen® YD00699002
Urea Winkler UR-1655
Xilol Winkler XI-1670
yeast tRNA Invitrogen™ AM7119

3.1.2 Sistemas comerciales
Sistema comercial Marca N‘”T‘e“’ de

catalogo

Quant-iT™ microRNA Assay kit Molecular probes Q32882
Qubit™ RNA HS Assay kit Invitrogen™ Q32852

. . - . . MIRRT-
MystiCg microRNA cDNA Synthesis Mix Sigma-Aldrich 100RXN
SuperScript IV First-Strand Synthesis System Invitrogen™ 18091050
SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX kit Bioline® BI0O-92005
LDH Cytotoxicity Detection Kit Takara BioInc  MK401
DeadEndTM Fluorometric TUNEL System® Promega® G3250
BCA Protein Assay kit® e 23225
Caspase-Glo® 8 Assay System Promega® G8200
Caspase-Glo® 3/7 Assay System Promega® G8090
ELISA B-hCG kit Bioclone® EIA-1911
Wizard Genomic DNA Purification kit Promega® Al1120
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En el laboratorio se ha estandarizado la infeccion ex vivo de explantes de
placentas humanas (HPE) de término, un modelo ampliamente usado y
establecido para estudiar mecanismos de infeccidén placentarias y respuestas
locales del tejido (Lujan et al., 2004; Duaso et al., 2010; Kemmerling et al., 2010;

Rojo et al., 2014; Liempi et al., 2016; Castillo et al., 2017a; Lowe et al., 2018;).

3.2. Cultivo de células VERO

Las células VERO® (ATCC® CCL-81), provenientes de fibroblasto de rifion
de mono verde africano, se cultivaron en frascos de cultivo celular de 75 cm? con
medio de cultivo Rosswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Gibco®)
suplementado con bicarbonato de sodio (NaHCO3) 2 mg/mL, estreptomicina 50
pug/mL, penicilina 50 UI/mL y enriquecido con suero fetal bovino inactivado (SFBI)
al 5% a 37°C en un ambiente hiumedo con 5% de CO2, reemplazando el medio

cada 24 o 48 horas (Salas et al., 2008).

3.3. Obtencion de tripomastigotes de T. cruzi

Se obtuvieron tripomastigotes de la cepa Y (Ypsilon) a partir de cultivos de
células VERO® previamente infectadas. Las células se cultivaron como se
describio en la seccion 3.2; una vez en semi-confluencia se infectaron con 5 mL
de medio con tripomastigotes provenientes de un cultivo anterior. Los parasitos
invadieron las células y se replicaron intracelularmente como amastigotes,

posterior a 72 horas los amastigotes se diferencian a tripomastigotes, lisan las
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células y se liberan al sobrenadante. Los tripomastigotes se aislaron mediante una

doble centrifugacién a baja velocidad (500 x g durante 5 minutos) para separar las

células en suspension y los detritos celulares y a alta velocidad (3500 x g durante

10 minutos) a fin de obtener las formas infectivas de T. cruzi en el sedimento.

Finalmente, se resuspendieron los tripomastigotes en medio RPMI 1640 y se

contaron en una camara de Neubauer (Duaso et al., 2010; Liempi et al., 2014).

3.4.

Obtencioén y cultivo de HPE

3.4.1. Obtencién de placentas

Se obtuvieron las placentas durante el alumbramiento de partos de
término (mayor a 37 semanas de gestacién), de embarazos
monogestacionales y fetos con desarrollo normal, en cesareas electivas
realizadas en el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital San
José, Servicio de Salud Metropolitano Norte, Santiago. Los criterios de
exclusion fueron cualquier patologia materna, fetal o placentaria. Las
madres donadoras firmaron un consentimiento informado, elaborado segun

las regulaciones del comité de ética humana (Anexo 1).

3.4.2. Obtencién y procesamiento de HPE

Los explantes se obtuvieron de tejido placentario de la parte central
de los cotiledones, por el lado materno. Por medio de diseccién se

obtuvieron explantes de un tamafio aproximado de 0,5 cm?®
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3.5.

aproximadamente, los cuales se lavaron al menos 3 veces con PBS, con el
fin de remover la sangre presente en el tejido y luego se incubaron en medio

RPMI 1640 suplementado con antibioticos y 5% SFBi (Liempi et al., 2014).

3.4.3. Infeccién ex vivo de HPE

Los HPE se co-cultivaron en presencia de tripomastigotes de T. cruzi
en una concentracion de 10° parasitos/mL durante 2 0 48 horas en 1 mL de
medio RPMI 1640 suplementado con 5% de SFBI. Para los ensayos de RT-
gPCR los HPE se mantuvieron en solucion RNA Later® a 4°C durante toda
la noche y luego congelados a -20°C hasta su procesamiento (Duaso et al.,
2010; Liempi et al., 2014). Los HPE destinados a la extraccion de DNA se
mantuvieron en etanol al 95% a -20°C hasta su procesamiento.

Sobreexpresion e inhibicién de miR-512-3p en HPE

Los HPE se obtuvieron como se describi6 previamente y luego se

transfectaron 50 o 100 nM de un AntagomiR off target marcado en el extremo 5’

con Cy3 (abm®) e incubados durante 24 horas a 37°C, para evaluar la capacidad

del antagomiR en penetrar el HPE (Kredo-russo & Hornstein, 2011; Rebustini,

2017). Se analiz6 su localizacion mediante microscopia de fluorescencia, en un

microscopio de epifluorescencia (Motic BA310; Hong Kong, China).

Adicionalmente, los HPE se transfectaron con 200 nM de mimic o antagomiR de

miR-512-3p (Cat. No. MCH02850 abm® y Cat. No. MNH02850 abm®) y se
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incubaron durante 24 horas a 37°C. Ademas, se utilizaron los controles negativos
scrambled para el mimic (Cat. No. MCHOO0O0O abm®) y para el antagomiR (Cat.
No. MNHO0000 abm®). Posterior a la transfeccion, los HPE se co-cultivaron con
tripomastigotes de T. cruzi (10° parasitos/mL) durante 2 o 48 horas, en medio
RPMI 1640 con o sin rojo fenol (para ensayos de viabilidad y ELISA) con 5% SFBI,
antibiéticos y CO2 al 5% a 37 °C. Los HPE se mantuvieron en solucién RNA Later®
a 4°C durante toda la noche para extraccion de miRNA y mRNA y luego se
congelaron a -20°C hasta su procesamiento, mientras que los HPE destinados a
la extraccion de DNA se mantuvieron en etanol al 95% a -20°C hasta su

procesamiento.
3.6. Cuantificacion de miRNAs y mRNAs

3.6.1. Extraccion de miRNA y mRNA

Los HPE se homogeneizaron en 1 mL de RNAzol® RT (Sigma-
Aldrich) y se procesaron siguiendo el protocolo para aislamiento de
fracciones separadas de miRNAs y mRNAs, segun las indicaciones del
fabricante. El producto de la extraccion de miRNAs y mRNAs se almacend
a -80°C hasta su posterior analisis. Se midié la concentracion de los
mMiRNAs y mRNAs por fluorimetria con los sistemas Quant-iT™ microRNA
Assay Kit (Molecular probes) y el Qubit™ RNA HS Assay Kit (Invitrogen™),

respectivamente. Para la sintesis de cDNA a partir de miRNAs se usoé el
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sistema MystiCg microRNA cDNA Synthesis Mix (Sigma-Aldrich), mientras
que para el mRNA se utilizd6 el sistema SuperScript IV First-Strand

Synthesis System (Invitrogen™), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.6.2. Determinacion de la expresion de miRNA y mRNA por RT-gPCR

Se determind la expresion de miR-512-3p por RT-gPCR de dos
colas. La amplificacion de cDNA de miR-512-3p se realiz6 en un volumen
de reaccion de 25 pL conteniendo 12,5 puL de la mezcla 2X MystiCq
microRNA SYBR Green gPCR Ready Mix, 0,5 pL del partidor MystiCq
Universal PCR Primer 10 uM, 0,5 pL del partidor Primer MystiCg microRNA
gPCR Assay 10 uM (Tabla 1), 10,5 yL de agua libre de nucleasas, y 1 ng/uL
de cDNA. La cuantificacion del mRNA de c-FLIP, hGCM-1 y hCG se llevo
a cabo en un volumen de reaccién de 20 uL conteniendo 5 ng/uL de mMRNAs
cDNA (producto de la transcripcién inversa), 10 yuL del sistema comercial
SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline®), 1 uL de cada partidor a 10 nM
(Tabla 2) y 3 yL de agua ultrapura libre de DNAsas El programa de
temperaturas utilizado en la gPCR consistioé en una pre-incubacion a 95°C
durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacion a 95°C durante
5 segundos y apareamiento a 60°C durante 30 segundos. Para finalizar se
agreg6 una fase de disociacion que correspondié a 95°C durante 15

segundos, 60°C durante 1 minuto, 95°C durante 15 segundos y por ultimo
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60°C durante 15 segundos. Se calculo la expresion relativa por el método
de doble control comparativo AACt usando como gen housekeeping la
expresion del snRNA U6 (RNU6-1) o hGAPDH para miRNAs y mRNAs,

respectivamente (Pfaffl, 2001; Androvic et al., 2017).

Tabla 1. Oligonucleétidos blancos usados como partidores para RT-gPCR de miRNA

Partidores qPCR Secuencia
miR-512-3p 5-AAGUGCUGUCAUAGCUGAGGUC-3’
5-GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAA
RNU6-1 CGAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGG

AUGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUU-3’

Tabla 2. Oligonucleétidos usados como partidores para RT-gPCR de mRNA

Partidores

qPCR Partidor Forward Partidor Reverse

c-FLIP 5-CAGGAACCCTCACCTTGTT-3 5-CGGCCCATGTAATCCTTCAT-3

hGCM1 5-AAGCCCTAGAAAACAATCTC-3' 5-AGGTTCCATGATAAGGTCAG-3

hCG 5-CCCCTTGACCTGTGATGACC-3' 5-TATTGTGGGAGGATCGGGGT-3’
hGAPDH 5-AACAGCGACACCCACTCCTC-3' 5-GGAGGGGAGATTCAGTGTGGT-3’

3.7. Cuantificacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

Se recolectd el sobrenadante de los HPE controles y transfectados con
antagomiR-Cy3, y las muestras se conservaron a -20°C hasta su procesamiento.
Para la evaluacion de la actividad de la LDH, se determind con el sistema LDH
Cytotoxicity Detection Kit (Cat# MK401, Takara Bio Inc.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. En resumen, las placas de 96 pocillos se incubaron a

temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad y luego se determindé la
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absorbancia con el lector de microplacas Varioskan Flash Multimode (Thermo
Scientific®), a una longitud de onda de referencia de 490 nm. Los resultados se

normalizaron con respecto a los valores obtenidos en la condicién control.

3.8. Meétodos histolégicos

Los HPE se procesaron para métodos histoldégicos convencionales. Las
muestras se fijaron durante toda la noche en formaldehido 4% preparado en un
tampon fosfato pH 7,4. Posteriormente, se lavaron y deshidrataron en
concentraciones crecientes de etanol, se aclararon en xilol e incluyeron en
parafina fundida a 60°C (Bancroft & Gamble, 2008). Los tacos se cortaron en un
micrétomo (Leitz 1512®) para obtener secciones de: i) 5 um de espesor, los cuales
se sometieron a tincion de Hematoxilina-Eosina para analisis histologico de rutina
(Bancroft & Gamble, 2008; Duaso et al., 2010); i) 5 um de espesor, para
localizacion de miR-512-3p mediante hibridacion in situ cromogénica (CISH)
(Nizyaeva et al., 2017; Dai & Cai, 2018); y iii) 2 um de espesor, para los ensayos

TUNEL.

3.9. Localizacion miR-512-3p en HPE

Los HPE se procesaron para métodos histolégicos convencionales. EI miR-
512-3p se detectd mediante CISH con digoxigenina (Dai & Cai, 2018; Nizyaeva et
al., 2017) utilizando el sistema MIRCURY LNA miRNA Detection Probe con la

sonda de deteccion especifica 5’-DIG- y 3’-DIG hsa-miR-512-3p (YD00612202®).
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La sonda de control LNA U6 snRNA con etiqueta de 5-DIG (5-
DIG/CACGAATTTGCGTGTCATCCTT/-3’) se utiliz6 como control positivo y la
sonda de control de mIRNA “scramble” LNA con etiqueta de 5-DIG
(YD00699004®) se utiliz6 como control negativo. Las sondas y el sistema
comercial de optimizacion miRCURY LNA kit se utilizaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Qiagen®). Las secciones de tejido se contrastaron

tifiendo su nacleo con Celular Nuclear Fast Red (Vector Laboratories®).

3.10. Ensayo TUNEL

La visualizacion de la apoptosis se realizé mediante la técnica de TUNEL
(TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling). Las muestras previamente procesadas
para técnicas histoldgicas se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en
concentraciones decrecientes de etanol, se sumergieron en una solucién de
cloruro de sodio al 0,85% durante 5 minutos y se lavaron con PBS durante 5
minutos, para luego ser sometidas a la técnica TUNEL utilizando el sistema
comercial DeadEndTM Fluometric TUNEL System® (Promega), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las secciones de tejido se contrastaron tifiendo
los nucleos con DAPI 1 pg/mL (4,6-diamino2-2fenilindol, Molecular Probes®)
durante 5 minutos, seguido de 3 lavados con PBS durante 5 minutos. Tanto las
reacciones enziméticas de la nucleotidil transferasa terminal, como la tincion DAPI
se realizaron en ausencia de luz. Posteriormente se agreg6 una gota de medio de

montaje acuoso para fluorescencia Vectashield® (Vector Laboratories) a cada
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muestra y finalmente se analizaron en un microscopio de epifluorescencia
BA310® (Motic). Las imagenes se capturaron con la camara acoplada al
microscopio Moticam 5® (Motic). La captura de imagenes se realizé al azar en
cada condicion experimental. Se utilizé el software ImageJ v.1.34 (National
Institutes of Health, Bethesda, MD) para el andlisis y la sobreposicion de
imagenes. Se obtuvo el indice apoptético del recuento de ndcleos positivos a la

reaccion TUNEL versus el niumero total de células.

3.11. Actividad enzimatica de caspasas

Los HPE se recolectaron y homogeneizaron en 500 pL de tampdn de lisis
(Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM y Triton X-100 al 0,5%). Posteriormente el
homogeneizado se agit6 en frio durante 15 minutos y se centrifug6 a 15.000 x g a
4°C durante 15 minutos (Castillo et al., 2013). Se recolecto el sobrenadante de las
muestras y se determiné la concentracion de proteinas mediante el sistema
comercial BCA Protein Assay Kit® basado en el método del acido bicinconinico
(BCA), con albumina de suero bovino como estandar (Salas et al., 2008). Se
determinaron las actividades enzimaticas de caspasa 8 y caspasa 3 mediante los
sistemas comerciales Caspase-Glo 8 (Promega®) y Caspase-Glo 3/7,
(Promega®), respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos
ensayos se fundamentan en la luminiscencia producto del clivaje de sustratos
luminogénicos especificos para cada una de estas enzimas (Ac-LETD-pNA para

caspasa 8 y Ac-DEVD-pNA para caspasa 3). La luminiscencia se leyo con el lector
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de microplacas Varioskan Flash Multimode (Thermo Scientific®). Los resultados
se normalizaron con respecto a los pg de proteina total de cada muestra y

respecto a la condicién control.

3.12. Determinacion de la diferenciacién celular por deteccion de B-hCG

Se determinaron las concentraciones de B-hCG en los sobrenadantes de
los HPE utilizando el sistema comercial ELISA B-hCG Kit (Bioclone®). Los
sobrenadantes de los cultivos se recolectaron y se centrifugaron a 3.000 x ¢
durante 5 minutos a 4°C para eliminar los desechos celulares. El sobrenadante se
dispensé en placas de 96 pocillos recubiertas con anticuerpo anti-hCG y se incubo
durante 5 minutos a temperatura ambiente (Komine-Aizawa et al., 2008). Después
de la incubacion, se lavd y se realiz6 el tratamiento con el anticuerpo secundario
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La densidad éptica (OD) se leyo
a 450 nm usando el lector de microplacas (Varioskan Flash Multimode, Thermo
Scientific®). Los resultados se normalizaron en relacion de la cantidad de pg de

proteina presente en cada sobrenadante y respecto a la condicion control.

3.13. Amplificacién de DNA por gPCR

El DNA gendmico se extrajo desde los HPE con el sistema comercial
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega®) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante y se cuantific con el sistema pDropPlate en un lector de placas

Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific®). Para la amplificacién del
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DNA humano y del parésito, se usaron los partidores mostrados en la Tabla 3.
Cada reaccion contenia 10 yL de SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline®), 1
pL de cada partidor a 10 nM y 3 uL de agua ultrapura libre de DNAsas, para un
volumen total de 20 uL y 1 ng/puL de DNA gendmico. El programa térmico consistié
en una pre-incubacion a 95°C durante 3 minutos seguido de 40 ciclos de PCR de
desnaturacion a 95°C 5 segundos y apareamiento a 60°C durante 30 segundos.
Para finalizar se agreg6 una fase de disociacion que correspondié a 95°C durante
15 segundos, 60°C durante 1 minuto, 95°C durante 15 segundos y por ultimo 60°C
durante 15 segundos. La expresion relativa se calculé por el método de doble
control comparativo AACt usando como gen housekeeping la expresion hGAPDH

(Pfaffl, 2001;Castillo, et al., 2017b).

Tabla 3. Oligonucleétidos usados como partidores para gPCR especificos para DNA

Partidores

qPCR Primer Forward Primer Reverse

T.cruzi 5-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3' &5-CAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3
hGAPDH 5-TGATGCGTGTACAAGCGTTTT-3' 5-ACATGGTATTCACCACCCCACTAT-3’

3.14. Anélisis estadistico

Cada experimento se realiz6 en triplicado y al menos en tres oportunidades
distintas. Los resultados se expresan como la media mas desviacion estandar. La
significancia de las variables cuantitativas se evalué mediante el test de Student.
Las variables multiples se analizaron mediante ANOVA seguido por el post-test

de Dunnett’s. Se utilizé el programa computacional GraphPad Software PRISM
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8.0 (GraphPad Software, San Diego, EE. UU.). Se consideré un p < 0,05 como

estadisticamente significativo.
3.15. Bioseguridad

El laboratorio se encuentra ubicado en el Instituto de Ciencias Biomédicas
en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y cuenta con los
requerimientos basicos de Bioseguridad, certificado por la "Unidad de Prevencion
de Riesgos y Bioseguridad de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile"

(Anexo 2).
3.16. Etica

Este estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Etica del Servicio de

Salud Metropolitano Norte (AE N°010/2019) (Anexo 3).
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4, RESULTADOS

4.1. Resultados del Objetivo N°1

“Determinar los niveles de expresion y localizacion de miR-512-3p en HPE

en respuesta a la infeccion con T. cruzi”

4.1.1. T.cruziincrementa la expresion de miR-512-3p durante la infeccion ex

vivo de HPE

Los HPE se co-cultivaron en presencia y ausencia de tripomastigotes de T.
cruzi a una concentracion de 10° parasitos/mL durante 2 horas. Se observé que
T. cruzi aumenta significativamente los niveles de miR-512-3p (37,9 = 6,9%

(p=<0,001)) respecto a las muestras controles sin infectar (Figura 6).
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Figura 6. T. cruzi incrementa la expresién de miR-512-3p durante la infeccion ex
vivo de HPE. Los HPE se incubaron en presencia y ausencia de tripomastigotes de T.
cruzi (10° parasitos/mL) durante 2 horas. La presencia de miRNA se determin6 por RT-
gPCR. Los datos representan la media = SD analizada por la prueba de t-Student de dos
colas. N=3 en triplicado. *** p<0,001.
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El aumento de la expresibn de miR-512-3p se corrobor6 mediante
hibridacion in situ cromogénica donde se evidencia una mayor reaccion en las
muestras incubadas con el parasito. Adicionalmente, se observé que miR-512-3p
se localiza preferentemente en el trofoblasto que recubre las vellosidades

corionicas (Figura 7, flechas negras).

Sin sonda Scramble-miR U6 snRNA hsa-miR-512-3p

Control

T. cruzi

Figura 7. T. cruzi incrementa la expresion de miR-512-3p en el trofoblasto. Los HPE
se incubaron en presencia 0 ausencia de tripomastigotes de T. cruzi (10° parasitos/mL)
durante 2 horas. Las muestras se procesaron con técnicas histolégicas de rutina. Se
muestran imagenes representativas de la hibridacion in situ cromogénica, Scramble-miR
y U6 snRNA son los controles negativos y positivos, respectivamente; hsa-miR-512-3p
corresponde a la sonda especifica para el miRNA. Los tejidos se contrastaron tifiendo el
nucleo con Celular Nuclear Fast Red. Barra de aumento 20 pm.
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4.2. Resultados del Objetivo N° 2

“Estudiar el efecto de miR-512-3p inducido por T. cruzi en HPE sobre la

diferenciacién celular y apoptosis en el trofoblasto”

4.2.1. HPE se transfectan efectivamente con antagomiR y mimic de miR-512-
3p

Los HPE se transfectaron con 200 nM de antagomiR-512-3p (A512), mimic
(M512) o sus respectivas versiones scrambled (AS o MS). Los HPE se transfectan
efectivamente con antagomiR y mimic de miR-512-3p, pues la transfeccion con
A512 disminuyo los niveles de miR-512-3p en un 91,8 £ 25,7% (p<0,001), mientras
que la transfeccién con M512 aumentd los niveles del miRNA en un 131,5% =+
55,3% (p<0,0001) con respecto a las muestras control sin transfectar. La
transfeccion con los respectivos controles scrambled no afect6 significativamente

la expresion del miR-512-3p (Figura 8).
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Figura 8. Los niveles de miR-512-3p en HPE se modifican en presencia de un
antagomiR y mimic especifico. Los HPE se transfectaron con 200 nM de antagomiR o
mimic especifico para miR-512-3p durante 24 horas. Los niveles de miRNA se
determinaron mediante RT-qPCR. Todos los valores se expresan como la media + SD.
Los datos se normalizaron en funcién de los valores del control y se analizaron mediante
ANOVA de una via y post-test de Dunnet. N=4 en triplicado. *** p<0,001, **** p<0,0001.
AS: AntagomiR Scrambled, MS: Mimic Scrambled, A512: AntagomiR-512-3p y M512:
Mimic-512-3p.

También se transfectaron los HPE con un antagomiR off-target conjugado
con Cy3 con el objetivo de detectar su localizacion en el tejido (Figura 9). El
antagomiR-Cy3 se observa en toda la vellosidad corionica, pero se localiza

principalmente en el trofoblasto (Figura 9F, flechas blancas).
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Contraste de Fase Tincién nuclear AntagomiR-Cy3

--

Figura 9. HPE se transfectan efectivamente con antagomiR-off target Cy3. (A, By
C) HPE control sin transfectar. (D, E y F) HPE transfectados con 100 nM de antagomiR-
Cy3 durante 24 horas. Las muestras se procesaron con técnicas histologicas de rutina 'y
los nucleos se tifieron con DAPI. Barra de aumento 20 pum.

Adicionalmente, se analizé si habia dafio a nivel tisular en los HPE
transfectados (Figura 10). La transfeccién con 50 o 100 nM de antagomiR-cy3 no
afecté la viabilidad de los HPE, lo que se demostré midiendo la actividad
enzimatica de la lactato deshidrogenasa en el sobrenadante (Figura 10%).
Paralelamente se realizO un andlisis histopatoldgico de las muestras
transfectadas, mediante el cual se evidencia que no hay dafo tisular respecto a
los controles sin transfectar (Figura 10B). En todas las condiciones se observo
integridad estructural, tanto en el trofoblasto como en el estroma vellositario. Con
los resultados anteriores se confirma que los HPE se pueden transfectar
exitosamente con el antagomiR y mimic de miR-512-3p sin generar dafio tisular

alguno.
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Figura 10. Transfeccién de HPE no causa dafio tisular. Los HPE se transfectaron con
50 o0 100 nM de AntagomiR-Cy3 durante 24 horas. En A se grafica la actividad de la
lactato deshidrogenasa en los sobrenadantes de los cultivos. La actividad de la LDH se
determiné con el sistema comercial LDH Cytotoxicity Detection kit, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En B imagenes representativas de los HPE transfectados
con 100 nM de AntagomiR-Cy3 y procesados para analisis histolégicos de rutina y tefiidos
con hematoxilina-eosina. N= 3. Barra de aumento 20 um.
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4.2.2. Los niveles de mRNA de c-FLIP son regulados por miR-512-3p, pero

no son modificados por T. cruzi

El inhibidor de la caspasa 8 (c-FLIP) es un blanco del miR-512-3p (Chen et
al.,, 2010). La caspasa 8 media la diferenciacion celular del trofoblasto y es
activada por T. cruzi en células del trofoblasto (Carrillo et al., 2016). Los HPE se
transfectaron y posteriormente se incubaron en presencia y ausencia de 10°
tripomastigotes/mL de T. cruzi. Se confirmé que la inhibicién y sobreexpresion del
miR-512-3p incrementa (32,9 + 25,7% (p<0,05)) y disminuye (28,7 = 7,4%
(p=0,05)) los niveles del mMRNA de c-FLIP, respectivamente (Figura 11%). Sin

embargo, el parasito no altera los niveles del transcrito de c-FLIP (Figura 11B).
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Figura 11. T. cruzi no altera los niveles de transcrito de c-FLIP. Los HPE se
transfectaron con 200 nM de antagomiR o mimic especifico para miR-512-3p. (A)
Transcripcion de c-FLIP después de 24 horas de la transfeccion con el antagomiR o
control, (B) Transcripcion de c-FLIP después de 24 horas de la transfeccion con el
antagomiR o control, y posterior infeccion con tripomastigotes de T. cruzi (10°
parasitos/mL) durante 2 horas. Los niveles del mRNA de c-FLIP se determinaron
mediante RT-qgPCR. Todos los valores se expresan como la media + SD, los datos se
normalizaron en funcién de los valores del control y se analizaron mediante ANOVA de
una via y post-test de Dunnet. N=4 en triplicado. * p<0,05. AS: AntagomiR Scrambled,
A512: AntagomiR-512-3p, MS: Mimic Scrambled y M512: Mimic-512-3p.

4.2.3. miR-512-3p regula los niveles de transcrito de hGCM-1, pero no

previene el aumento inducido por T. cruzi

El factor de transcripcion hGCM-1 (del inglés human Glial Cell Missing-1)
media la transcripcion de genes involucrados en la diferenciacion del trofoblasto
(Huppertz & Gauster, 2011). Los HPE fueron transfectados y desafiados con
tripomastigotes de T. cruzi o forskolina (50 uM) durante 24 horas. La forskolina se
uso como control positivo de la diferenciacion del trofoblasto. Aunque hGCM-1 no
es blanco directo del miR-512-3p, es importante sefialar que éste modula sus

niveles de mRNA. Asi, la transfeccion con el antagomiR disminuye en un 37,3 *
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17% (p=<0,01) la expresiéon de hGCM-1 con respecto al control (Figura 122). Sin
embargo, la transfeccion con A512 no impide el incremento de hGCM-1 inducido
por el parasito (41,4 + 20,2% (p<0,05)), sino que la aumenta (89,1 + 28,5%

(p=<0,0001)) (Figura 12B).

*kkk

A 5o B ;

e e g ke

hGCM-1 mRNA
N

-
1

s"“@\ c}&\ o‘&\ o‘&\ o‘&\ o*&\ <&
e v & RO O O S

ax ‘LX ' 6)( q’x
LS N N
v V¢

Figura 12. miR-512-3p no previene el aumento de hGCM-1 inducido por T. cruzi. Los
HPE se transfectaron con 200 nM de antagomiR o mimic especifico para miR-512-3p
durante 24 horas (A), posteriormente se infectaron con tripomastigotes de T. cruzi (10°
parasitos/mL) durante 2 horas (B) o incubados con forskolina (50 uM) durante 26 horas.
La presencia del mMRNA de hGCM-1 se determind mediante RT-gPCR. Todos los valores
se expresan como la media £ SD, los datos se normalizaron en funcién de los valores del
control y se analizaron mediante ANOVA de una via y post-test de Dunnet. N=5 en
triplicado. * p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001. AS: AntagomiR Scrambled, MS: Mimic
Scrambled, A-512: AntagomiR-512-3p, M-512: Mimic-512-3p y FK: Forskolina.

4.2.4. miR-512-3p regula el incremento de hCG inducido por T. cruzi

La hormona gonadotrofina coribnica humana (hCG) es uno de los
principales marcadores de diferenciacion del trofoblasto y su expresion es
mediada por hGCM-1 (Huppertz & Gauster, 2011). Adicionalmente, el parasito
induce la expresion de esta hormona en HPE (Liempi et al., 2014). Se evalu¢ si el

miR-512-3p esta involucrado en la expresion de hCG inducida por T. cruzi. La
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transfeccion con mimic-512-3p aumenté en un 1454 + 21,2% (p<0,0001) los
niveles de transcrito de hCG (Figura 13?). A pesar de que A-512 no altera los
niveles del transcrito de la hCG, al disminuir los niveles del miR-512-3p se impide
el aumento del MRNA de hCG inducido por T. Cruzi (233,6 £ 29% (p<0,0001)). Sin
embargo, el aumento en los niveles de miR-512-3p con el mimic no incrementa el
aumento del transcrito de hCG inducido por el parasito (230,8 + 46,8% (p<0.001))

(Figura 13B).
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Figura 13. miR-512-3p impide el aumento de hCG inducido por T. cruzi. Los HPE se
transfectaron con 200 nM de antagomiR o mimic de miR-512-3p durante 24 horas (A),
posteriormente se infectaron con tripomastigotes de T. cruzi (10° parasitos/mL) durante 2
horas (B) o se incubaron con forskolina (50 uM) durante 26 horas. La presencia del mRNA
de hCG se determiné mediante RT-qPCR. Todos los valores se expresan como la media
+ SD; los datos se normalizaron en funcién de los valores del control y se analizaron
mediante ANOVA de una via y post-test de Dunnet. N=5 en triplicado. * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001, **** p<0,0001. AS: AntagomiR Scrambled, MS: Mimic Scrambled, A-512:
AntagomiR-512-3p, M-512: Mimic-512-3p y FK: Forskolina.

Adicionalmente, se midieron los niveles de hCG en el sobrenadante
después de 48 horas de co-incubacion con 10° tripomastigotes/mL de T. cruzi

mediante ELISA con un sistema comercial. Contrario a lo esperado, ni la
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transfeccion con mimic-512-3p, ni la infeccion con T. cruzi incrementaron los
niveles de hCG secretada (Figura 14). La transfeccion con A512 aumento6 en un
96,1 + 18,1 % (p<0,01) la secrecién de hCG (Figura 142). El control positivo de
diferenciacion del trofoblasto (forskolina) si aumenta la secrecion de hCG (446,5
t 76,1% (p=<0,0001)). También se observé que al transfectar con A512 y
posteriormente infectar con T. cruzi aument6 en un 182,5 + 86,2 % (p<0,01) la

secrecion de hCG (Figura 14B).
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Figura 14. T. cruzi no altera los niveles de hCG secretada durante la infeccidn ex
vivo. Los HPE se transfectaron con 200 nM de antagomiR o mimic especifico para miR-
512-3p durante 24h (A), posteriormente se infectaron con tripomastigotes de T. cruzi (10°
parasitos/mL) durante 48 horas (B) o se incubaron con forskolina (50 uM) también durante
48 horas. Se recolect6 el sobrenadante del medio de cultivo y se analizé la presencia de
B-hCG mediante ELISA con un sistema comercial. Todos los valores se indican como la
media + SD, los datos se normalizaron en relacién a los pg de proteina total por muestra
y posteriormente en funcién de los valores del control y se analizaron mediante ANOVA
de una via y post-test de Dunnet. N=3 en triplicado. ** p<0,01, **** p<0,0001. AS:
AntagomiR Scrambled, MS: Mimic Scrambled, A512: AntagomiR-512-3p, M512: Mimic-
512-3p y FK: Forskolina.
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4.2.5. miR-512-3p impide el aumento en la actividad enzimatica de las

caspasas 3y 8inducidas por T. cruzi

La caspasa 8 es una proteasa cisteina-aspartato que tiene un rol crucial en
la cascada de la apoptosis, actuando como iniciador de la via extrinseca de la
apoptosis, en cambio la caspasa 3 actta como efectora de la apoptosis (Gauster
& Huppertz, 2010). Los HPE se transfectaron con antagomiR y mimic de miR-512-
3p y sus respectivos controles scrambled, posteriormente se incubaron en
presencia y ausencia de tripomastigotes de T. cruzi (10° parasitos/mL), asi como
en presencia y ausencia de r-hTNF-a (20 ng/mL) durante 48 horas. El tratamiento
con el control positivo de la actividad de las caspasas 8 y 3 (TNF-a) generd un
aumento significativo de un 31,2 £ 2,8% (p<0,05) (Figura 15A) y un 43,4 + 11,5%
(p<0,001) (Figura 15C) en la actividad de la caspasa 8 y caspasa 3,
respectivamente. La disminucion de los niveles de miR-512-3p mediante la
transfeccion con su antagomiR provocé una disminucion tanto en la actividad de
la caspasa 8 (31,5 + 9,3% (p<0,05)) (Figura 15A) como en la caspasa 3 (23,8 +
5,7% (p<0,05)) (Figura 15C). Mas aun, la disminucion de los niveles del miR-512-
3p impide el aumento de la actividad enzimatica inducido por T. cruzi, tanto de la
caspasa 8 (56,7 £ 10,4% (p<0,001)) (Figura 15B) como de la caspasa 3 (67,6

19,1% (p=<0,0001)) (Figura 15D).
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Figura 15. miR-512-3p impide el aumento en la actividad enzimética de las caspasas
8 y 3 inducida por T. cruzi durante la infeccién ex vivo de HPE. Los HPE se
transfectaron con 200 nM de antagomiR o mimic especifico para miR-512-3p durante 24h,
posteriormente se infectaron con tripomastigotes de T. cruzi (10° parasitos/mL) durante
48 horas o se incubaron con r-hTNF-a (20 ng/mL) también durante 48 horas. La actividad
enzimatica de la caspasa 8 (A y B) y de la caspasa 3 (C y D) se midié con sistemas
comerciales segun las instrucciones del fabricante. Todos los valores se indican como la
media + SD, los datos se normalizaron en relacién a los pg de proteina total por muestra
y posteriormente en funcién de los valores del control y se analizaron mediante ANOVA
de una via y post-test de Dunnet. N=3 en triplicado. * p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001.
AS: AntagomiR Scrambled, MS: Mimic Scrambled, A512: AntagomiR-512-3p, M512:
Mimic-512-3p y TNF: Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a).
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4.2.6. miR-512-3p regula la fragmentacion de DNA, pero no impide la

fragmentacion de DNA inducida por T. cruzi

Se evaluod la fragmentacion del DNA mediante el método de TUNEL. Asi,
HPE se transfectaron con antagomiR y mimic de miR-512-3p y sus respectivos
controles scrambled; posteriormente se incubaron en presencia y ausencia de
tripomastigotes de T. cruzi (10° parasitos/mL), asi como en presencia y ausencia
de r-hTNF-a (20 ng/mL) (como control positivo de la apoptosis) durante 48 horas.
Se observo que la transfeccion con antagomiR-512-3p y con mimic-512-3p resulta
en una menor y mayor marcacion de células TUNEL positivas, respectivamente,
en comparacion al control sin transfectar (Figura 16A). Tanto el tratamiento con
TNF-a (control positivo) como la infeccion con T. cruzi causan un aumento en la
marcacion de células TUNEL positivas (Figura 16A y 16B). Al realizar un andlisis
cuantitativo, se aprecia que el tratamiento con TNF-a generé un aumento
significativo de un 38,8 + 0,6% (p<0,01) (Figura 17A) de células TUNEL positivas
en comparacion al control. La disminucion de los niveles de miR-512-3p mediante
la transfeccion con su antagomiR provocd una disminucion en la cantidad de
células TUNEL positivas (27,3 + 2,0% (p<0,05)). Por otro lado, al aumentar los
niveles de miR-512-3p también se observo un incremento del nimero de células
TUNEL positivas (59,4 £ 2,5% (p<0,0001)) (Figura 17A). Sin embargo, la
transfeccion con antagomiR o con mimic no altera el aumento de células TUNEL

positivas inducido por el parasito (50,7 = 8,3% (p<0,0001)) (Figura 17B).
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Figura 16. La sobreexpresion e inhibicion de miR-512-3p no altera la fragmentacién
de DNA causada por T. cruzi. Los HPE se transfectaron con 200 nM de antagomiR o
mimic especifico para miR-512-3p durante 24h, posteriormente se cultivaron en presencia
o ausencia de r-hTNF-a (20 ng/mL) (A) o en presencia de tripomastigotes de T. cruzi (10°
parasitos/mL) (B) durante 48 horas. Las muestras se procesaron con técnicas
histolégicas de rutina, los nucleos se tifieron con DAPI y la fragmentacion del DNA se
determiné con el ensayo TUNEL (se muestran imagenes representativas del ensayo). AS:
AntagomiR Scrambled, MS: Mimic Scrambled, A512: AntagomiR-512-3p, M512: Mimic-
512-3p y TNF: Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a).
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Figura 17. Cuantificacion del porcentaje de células TUNEL+. Los HPE se
transfectaron con 200 nM de antagomiR o mimic especifico para miR-512-3p durante 24h,
posteriormente se cultivaron en presencia o ausencia de r-hTNF-a (20 ng/mL) (A) o en
presencia de tripomastigotes de T. cruzi (10° parasitos/mL) (B) durante 48 horas. Los
graficos muestran la cuantificacion del porcentaje de células TUNEL+. Todos los valores
se expresan como el promedio + SD del recuento de al menos 500 nucleos, los datos se
normalizaron en funcion de los valores del control y se analizaron mediante ANOVA de
una via y post-test de Dunnet. N=1 en triplicado. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ****
p<0.0001. AS: AntagomiR Scrambled, MS: Mimic Scrambled, A512: AntagomiR-512-3p,
M512: Mimic-512-3p y TNF: Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a).

4.3. Resultados del Objetivo N° 3

“Determinar el posible rol de miR-512-3p en la probabilidad de infeccion de

T. cruzi en HPE”
4.3.1. miR-512-3p media la susceptibilidad a la infeccién con T. cruzi

Dado que la diferenciaciéon y muerte celular tipo apoptosis son parte del
recambio epitelial del trofoblasto y este proceso es considerado un mecanismo de

defensa local contra la infeccién con T. cruzi, se analiz6 si al modular los niveles
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del miR-512-3p se modifica la infeccion. Como se esperaba, al inhibir miR-512-3p,
y con ello la diferenciacion del trofoblasto, la carga parasitaria aumenta
significativamente, encontrandose aumentos en un 175,6 + 35,8% (p<0,0001)

(Figura 18).
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Figura 18. miR-512-3p media la susceptibilidad a la infeccién con T. cruzi. Los HPE
se transfectaron con 200 nM de antagomiR o mimic especifico para miR-512-3p durante
24 horas, posteriormente se infectaron con tripomastigotes de T. cruzi (10° parasitos/mL)
durante 2 horas. La presencia del DNA parasitario fue determinada mediante qPCR.
Todos los valores se expresan como la media = SD. Los datos se normalizaron en funcion
de los valores del control y se analizaron mediante ANOVA de una via y post-test de
Dunnet. N=5 en ftriplicado. **** p<0,0001. AS: AntagomiR Scrambled, MS: Mimic
Scrambled, A512: AntagomiR-512-3p y M512: Mimic-512-3p.
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5. DISCUSION

5.1. Contexto y generalidades

Para que ocurra la transmision congénita de la enfermedad de Chagas, T.
cruzi debe atravesar la barrera placentaria para alcanzar al feto (Duaso et al.,
2010; Kemmerling et al., 2019). El trofoblasto es el primer tejido de la barrera
placentaria que toma contacto con la sangre materna, en la cual circula el parasito
(Kemmerling et al., 2010; Duaso et al., 2011, 2012a).

El hecho de que la tasa de transmision congénita de T. cruzi sea baja, junto
con la escasa evidencia de nidos de amastigotes en placentas provenientes de
madres chagasicas, indican que existen mecanismos antiparasitarios locales en
la placenta humana (Duaso, et al., 2012b; Liempi et al., 2014, Carlier et al., 2020).
Ademas, los nidos de amastigotes se pueden observar solamente en explantes
de placenta humana infectadas ex vivo, cuando se remueve enzimaticamente el
trofoblasto de estos (Lujan et al., 2004).

Por estos motivos cobra gran importancia el recambio del trofoblasto, pues
mantiene intacta la barrera anatémica. Ademas, este recambio del trofoblasto que
forma parte de la respuesta inmune innata podria explicar parcialmente las bajas
tasas de transmision de la enfermedad (Liempi et al., 2014). Estudios previos del
laboratorio demuestran que la presencia del parasito induce proliferacion
(Droguett et al., 2017), diferenciacion (fusion/sincializacion) (Liempi et al., 2014) y

muerte celular tipo apoptosis (Duaso et al., 2011) en el trofoblasto, sugiriendo un
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aumento en el recambio epitelial en este tejido (Liempi et al., 2014, 2016; Droguett
et al., 2017). Los procesos de diferenciacion celular y muerte celular tipo apoptosis
estan estrechamente relacionados en el trofoblasto (Gauster & Huppertz, 2010;
Huppertz & Gauster, 2011; Mayhew, 2014). La caspasa 8 no solo regula la
apoptosis en el trofoblasto sino también los procesos de fusion de células del
citotrofoblasto al sinciciotroblasto, participando asi en el recambio epitelial
(Gauster et al.,, 2009; Gauster & Huppertz, 2010). La coordinacion de estos
procesos celulares involucrados en el recambio epitelial, implican profundos
cambios en la expresién génica que son regulados a un nivel post-transcripcional
mediante miRNAs (Hayder et al., 2018).

Los miRNAs regulan la expresibn de mas del 30% de los genes
fundamentales involucrados en procesos biolégicos como la diferenciacion celular
y la respuesta inmunitaria, determinando el éxito o fracaso de la infeccion. Durante
la interaccion hospedero-patégeno, distintos patdégenos (entre ellos parasitos
protozoarios) modulan la expresion génica del hospedero para evitar su

eliminacién y establecer la infeccion (Medina et al., 2020; Villares et al., 2020).

5.2. MiR-512-3p es modulado por la infeccién con T. cruzi

En HPE, la infeccién con T. cruzi no sélo induce un perfil especifico de
MRNASs (Castillo et al., 2018), sino que también de miRNAs (Medina et al., 2020)

gue es distinto al de Toxoplasma gondii, otro parasito protozoario. Esto podria
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explicar en parte la baja tasa de transmision congénita observada para T. cruzi y
la alta tasa de transmision de Toxoplasma gondii (Medina et al., 2020). En ese
estudio miR-512-3p se validé como un miRNA modulado por T. cruzi, lo cual se
confirmd en esta tesis (Figura 6). Este miRNA esta codificado en el cromosoma
19 (C19MC), el mayor cluster de miRNAs en humanos y se expresa casi
exclusivamente en placenta (Donker et al., 2012; Sadovsky et al., 2015). Los
MiRNAs de este cluster se han asociado al desarrollo de la placenta (Hayder et
al., 2018), a patologias relacionadas con el embarazo y a infecciones
(Hromadnikova et al., 2015; Mouillet et al., 2015; Sadovsky et al., 2015; Hayder
et al., 2018).

miR-512-3p regula la diferenciacién celular (Chen et al., 2010), proceso que
como ya se menciono, es parte del recambio epitelial del trofoblasto. Las células
epiteliales infectadas disponen de un sistema de alarma para alertar a las células
vecinas no infectadas mediante la transferencia de sefiales de peligro a través de
gap junctions, lo que permite al epitelio deshacerse de las células del hospedero
infectadas (Kasper et al., 2010; Chang et al., 2013). Las sefales de peligro se
propagan a través de NFKB y la sefializacion de la MAPK, vias que T. cruzi activa

en explantes de placenta humana (Castillo et al., 2013; Liempi et al., 2019).

55



5.3. MiR-512-3p regula los niveles de transcrito de c-FLIP

miR-512-3p actua reprimiendo al inhibidor de la caspasa 8, c-FLIP, lo que
conduce a un aumento en la actividad de la caspasa 8 (Chen et al., 2010). Se ha
visto en estudios previos que T. cruzi aumenta la actividad de la caspasa 8.
Ademas la inhibiciébn de esta caspasa promueve la infeccion del parasito en
células BeWo, lo que se evidencia en un aumento de la carga parasitaria (Carrillo
et al., 2016). En esta tesis se confirma que, en HPE, los niveles de transcrito de
c-FLIP son regulados por miR-512-3p, pero no asi por T. cruzi (Figura 11). En
cuanto a la caspasa 8, se confirma que en HPE, la actividad de ésta es regulada
por miR-512-3p, que T. cruzi aumenta la actividad de la caspasa 8 y que la
disminucion en los niveles del miRNA impide el aumento producido por T. cruzi

(Figura 15A y 15B).

5.4. MiR-512-3p participa en la diferenciacion del trofoblasto inducida por

T. cruzi, al menos a nivel de transcritos de hGCM1y hCG

Si bien la diferenciacion del trofoblasto propiamente tal no se vio alterada
por el miR-512-3p, al medir los niveles de proteina de B-hCG en el sobrenadante,
T. cruzi tampoco incremento la secrecion de esta hormona, lo cual es contrario a
lo que se esperaba, puesto que en células BeWo se habia visto que T. cruzi

aumentaba la secrecion de 3-hCG (Catrrillo et al., 2016; Droguett et al., 2017). Esto
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podria explicarse por la metodologia que se utilizd, donde se cultivaron los HPE
con T. cruzi durante 48 horas, y la diferenciacion (por tanto, la secrecién de hCG)
ocurre entre las 48 a 72 horas (Huppertz & Gauster, 2011; Orendi et al., 2011),
por lo que quizas incubaciones durante un tiempo mayor si hubiesen mostrado
una variacion en la secrecion de la hormona.

En cuanto a la expresion de los mRNAs de los principales marcadores de
diferenciacion del trofoblasto tanto el factor transcripcional hGCM-1 como la
gonadotrofina coridnica, se vieron alterados sus niveles de transcrito con la
disminucién de miR-512-3p (para el caso de la hGCM1) (Figura 12A), asi como
con la sobreexpresion del miRNA (para el caso de la hCG) (Figura 13A). A pesar
de que la transfeccién con antagomiR-512-3p no disminuye los niveles de
transcrito de la hCG (Figura 13A), es interesante que una disminucién de los
niveles del miR-512-3p evita completamente el aumento del mRNA de hCG
inducido por T. cruzi (Figura 13B). Este cambio en la expresion de mRNAs
causado por la disminucion o sobreexpresion del miR-512-3p indicaria que miR-
512-3p efectivamente participa en la diferenciacion del trofoblasto a nivel
transcripcional. De todas formas, se hace necesario un estudio a nivel proteémico

para complementar los resultados aqui obtenidos.
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5.5. MiR-512-3p media la muerte celular tipo apoptosis inducida por T.

cruzi, que se ve reflejada en la actividad de las caspasas 3y 8

La muerte celular tipo apoptosis se considera como la parte final del
recambio del trofoblasto que culmina con la liberacién de los nodos apoptoticos
hacia la sangre materna. La apoptosis permite la renovaciéon y mantencion de un
espesor adecuado del trofoblasto, contrarrestando la incorporacion continua de
células del CT al ST (Burton & Kaplan, 2022). Previamente se habia demostrado
que T. cruzi induce un aumento en la actividad de la caspasa 3 en HPE (Duaso et
al., 2011). La caspasa 3 es una caspasa efectora, la que puede ser activada
proteoliticamente por la caspasa 8 (Kurokawa & Kornbluth, 2009). Las caspasas
efectoras actian sobre un amplio rango de sustratos, facilitando la condensacion
de la cromatina y el desensamblaje del citoesqueleto en etapas finales de la
apoptosis (Kurokawa & Kornbluth, 2009).

En esta tesis se confirma la participacion de miR-512-3p en la muerte
celular tipo apoptosis. Esto se demostrd tanto en la actividad de la caspasa 3
(Figura 15C) como en la fragmentacion del DNA, la que se determiné como el
porcentaje de células TUNEL positivas (Figura 16A y 17A). Ademas, la
disminucién de los niveles de miR-512-3p impide completamente el aumento de
la actividad de la caspasa 3 inducido por la infeccion con T. cruzi en HPE (Figura
15D), lo que concuerda con el resultado de la actividad de la caspasa 8, su

caspasa iniciadora (Figura 15B). Aun asi, En el contexto de los resultados de la
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actividad de las caspasas, la inhibicion y sobreexpresién de miR-512-3p no
alteraron la fragmentacion del DNA causada por el parasito (Figura 16B y 17B).
Es necesario indicar que este resultado corresponde a un solo ensayo. Dado que
las placentas presentan una variacion considerable de una madre a otra, es
necesario repetir este ensayo con un mayor nimero de placentas para sacar

conclusiones definitivas a partir de estos resultados.

5.6. Lasusceptibilidad a la infeccion por T. cruzi es mediada, en parte por

el miR-512-3p

En cuanto a la susceptibilidad a la infeccion del parasito, como se esperaba,
la transfeccion con el antagomiR-512-3p aumento la carga de DNA de T. cruzi en
los HPE (Figura 18). Por lo tanto, al disminuir la diferenciacion y muerte celular
tipo apoptosis a través de este miRNA, el parasito puede superar la barrera
placentaria mas facilmente (Liempi et al., 2016). Es de importancia mencionar que
la proliferacion celular es también un proceso clave del recambio del trofoblasto
(Mayhew, 2014; Liempi et al., 2016; Kemmerling et al., 2019), y su desregulacién
altera la fisiologia normal de la barrera placentaria. Por lo tanto, cualquier cambio
en la barrera anatdbmica de la placenta podria conducir a un aumento en la
infeccion por patégenos.

Es importante destacar que el conocimiento del rol de los miRNAs alterados

por T. cruzi en la placenta podria permitir su uso como posibles biomarcadores en
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el futuro, asi como proporcionar herramientas tanto prondsticas como terapéuticas
para la enfermedad de Chagas congénita.

A partir de estos resultados se concluye que T. cruzi disminuye los niveles
del miR-512-3p, que éste reprime el mensajero del inhibidor de la caspasa 8, c-
FLIP, produciendo un perfil de mRNAs caracteristicos de la diferenciacion del
trofoblasto, ademas de disminuir la actividad de las caspasas 8 y 3 cuando se
disminuyen los niveles del miRNA. Asimismo, la susceptibilidad a la infeccion por
T. cruzi en HPE es mayor con niveles mas bajos de miR-512-3p.

Los resultados obtenidos en la presente tesis sugieren que la diferenciacion
y apoptosis del trofoblasto inducida por T. cruzi esta mediada por miR-512-3p.
Estos procesos del recambio epitelial del trofoblasto determinan, al menos en
parte, la susceptibilidad de explantes de placenta humana a la infeccién ex vivo

por este parasito.
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6. RESUMEN DE RESULTADOS Y CONLUSIONES

La infeccidn ex vivo de explantes de placenta humana con Trypanosoma cruzi
aumenta la expresion del miR-512-3p, y este miRNA se localiza principalmente
en el trofoblasto.

La diferenciacion celular, a nivel de transcritos de hCG y hGCM-1, y la
apoptosis del trofoblasto inducida por Trypanosoma cruzi es mediada, al
menos en parte, por el miR-512-3p.

La disminucion en los niveles del miR-512-3p, aumentan la susceptibilidad de
la placenta a la infeccion por Trypanosoma cruzi. Esta observacion es
consistente con la participacion del miRNA en los procesos celulares de
diferenciacion y apoptosis del trofoblasto, que determinan el recambio epitelial
y este es, a su vez, un mecanismo del sistema inmune local de la placenta

contra patégenos.

Los resultados obtenidos comprueban el rol del miR-512-3p ante la

infeccion de explantes de placenta humana con el parasito. Aun asi, es necesario

llevar el estudio mas alla y evaluar los cambios a nivel protebmico que generados

por alteraciones en los niveles del miRNA. Ademas, seria muy interesante estudiar

otros blancos del miR-512-3p que involucrados en los procesos del recambio del

trofoblasto y que estén siendo alterados por la infeccion con el parasito.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

MECANISMOS DE ENFERMEDAD DE CHAGAS CONGENITA: La infeccién
placentaria efectiva por Trypanosema cruzi depende de microRNAs
especificos del hospedero.

Nombre del Investigador principal: Dra. Ulrike Kemmerling

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

Teléfonos: 9786261, 9789692, 9786071

La estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion "Mechanism of
Congenital Chagas disease: Effective Trypanosoma cruzi placental infection
depends on specific host-derived microRNAs" (Mecanismos de enfermedad de
chagas congénita: La infeccion placentaria efectiva por Trypanosoma cruzi
depende de microRNAs especificos del hospedero).

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

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

Procedimientos Si Ud. acepta participar donara la placenta que se obtendra al
final de su embarazo durante el parto. La placenta serd ocupada en un momento
posterior en un laboratorio de ciencias biomédicas para estudiar 105 mecanismos
de infeccion placentaria del parasito que causa la Enfermedad de Chagas. No se
guardaran muestras para estudios posteriores y las placentas seran desechadas
segln el protocolo para eliminacidn de material bioldgico de la “Unidad de
Prevencién de Riesgos” de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. El
laboratorio cuenta con la certificacion de bioseguridad requerida.

Se usaran solamente placentas de madres y recién nacidos sanos.

Riesgos: La donacion de |a placenta no constituye riesgo alguno para Usted o
su bebé, ya que después del parto este érgano ya no cumple funciones en el
organismo de la madre ni cumple funciones para el bebé.

Costos: El estudio que se realizara con la placenta no tiene costo para Usted, ya
que fodos los procedimientos que se efectuaran con la placenta se realizaran
posterior e independientemente del parto.

Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberan financiar

las hospitalizaciones, honorarios, examenes y tratamientos habituales para el
estudio y atencion de su parto.
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Beneficios: La participacién en este estudio aportara al conocimiento sobre los
mecanismos de transmision de la Enfermedad de Chagas congénita. Sin embargo,
no hay beneficios para la madre ni para el nifio por la participacion en el estudio.

Compensacion: Ud. no recibira ninguna compensacion economica por su
participacion en el estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este
estudio sera tratada con estricta privacidad, lo que incluye el acceso de los
investigadores o agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier publicacion
0 comunicacién cientifica de los resultados de I1a investigacion sera
completamente anonima.

Voluntariedad: Su participacién en esta investigacion es totalmente voluntaria.
Adicionalmente, Usted puede rehusar participar y que puede cambiar de opinion
después que ha aceptado donar la placenta, sin que eso afecte |a calidad de la
atencion gue reciban la madre y el nifio.

Complicaciones: La donacion de la placenta no interfiere con la atencion habitual
de un parto normal o de un parto por cesarea.

Derechos del participante: Usted recibird una copia integra v escrita de este
documento firmado.

Si Ud. requiere cualquier otra informacion sobre su participacion en este estudio
puede llamar a:

Investigador}

Dra Ulrike Kemmerling, 29786261
Dr. Juan Diego Maya 29786071
Dr. Christian Castillo, 29739692
Dr. Claudio Olea-Azar. 29752644

Autoridad de la Institucion: Director del Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad
de Medicina, Dr. Juan Diego Maya Arango. 29786071
Comité de Efica:

» Servicio de Salud Metropolitano Morte, 5758506

+ Facultad de Medicina, Universidad de Chile, 9786189

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el “Comité de Etica de
la Investigacion” del Servicio de Salud Metropolitano Norte, 225758506, Cuya
oficina se encuentra ubicada en la Calle San José 1053, Comuna de
Independencia.
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Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y
de haber podido aclarar todas mis dudas, oforgo mi consentimiento para
participar en el proyecto “Mechanism of Congenital Chagas disease: Effective
Trypanosoma cruzi placental infection

depends on specific host-derived microRNAs” (MECANISMOS DE ENFERMEDAD DE
CHAGAS CONGENITA: La infeccidn placentaria efectiva por Trypanosoma cruzi
depende de microRNA especificos del hospedero)

Nombre del Participante T Fma Fecha
Nombre del informante ~ Firma Fecha
Nombre del investigador T Fma Fecha
Nombre del Director] del Hospital Firma Fecha

Este formulario de “Consentimiento informado” se firmara en triplicado para que
las donantes, el investigador responsable y Comité de Etica tengan las copias
correspondientes.
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Anexo 2. Certificado requerimientos basicos de bioseguridad

ACULTAD

ME lClNA

UNIVERSIDAD DE CHILE

Unidad de Prevencion de Riesgos & Bioseguridad

Santiago, 04 de Marzo 2019.-

Sefiores
Fondecyt Regular 2019
PRESENTE

Estimados sefiores:

La Unidad de Prevencién de Riesgos & Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de Chile certifica
que ha recibido del investigador responsable Dra. Ulrike Kemmerling para su estudio el proyecto titulado
“Mechanism of Ci ital Chagas disease: Effective placental Trypanosoma cruzi infection depends on
specific host-derived microRNAs” Laboratorio de Mecanismos de Infeccién parasitaria, Programa de
Anatomia y Biologia del Desarrollo, instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, el cual cumple con los requerimientos bésicos de Bioseguridad para ser desarrollado,
ademds se adecua a las exigencias establecidas por los manuales: CONICYT “ Bioseguridad 1ra
edicién,1994” y “ Manual de Normas de Bioseguridad, 2da edicién 2008, Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades, CDC, 42 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 Dra. Ulrike Kemmerling, se compromete a cumplir con las normas de
bioseguridad indicadas en los manuales antes mencionados y las establecidas en el Reglamento Interno del
funcionamiento de los laboratorios, Unidad de Prevencién de Riesgos y Bioseguridad, Facultad de
Medicina, Univefsidad de Chile. En concomitancia se hace responsable de que todos los participantes del
pl; in con las noyfzas de bioseguridad establecidas.

A/

C.c.

- Decano, Dr. Manuel Kukuljan
- Investigador responsable, Dra. Ulrike Kemmerling
= Archivo

Unidad de Prevenci6n de Riesgos & Bi i Facultad de icil i de Chile
Independencia # 1027 / Fono: 229786564 (@ upr@med. uchlle cl
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Anexo 3. Aprobacion comité de ética

atud

- Metropolitano Mreccion
Wil | Comité de Etica de 1a Investigacion del
Region Metfonolitana Servicio de Salud Metropolitana Norte

CARTA AE N°010/2019

Dr. J3S/lcc

Santiago, abril 15 de 2019

Dra. Ulrike Kemmerling
Investigadora Principal

Instituto de Ciencias Biomédicas
Facultad de Medicina
Universidad de Chile

Presente

Ref.: Proyecto de Investigacién FONDECYT Regular 1190341: “Mechanism of Congenital
Chagas disease: Effective placental Trypanosoma cruzi Ainfection depends on
specific host-derived microRNAs” (Mecanismos de enfermedad de chagas
congénita: La infeccidén placentaria efectiva por Tryjpanosoma cruzi depende de
microRNAs especificos del hospedero).

Estimada Dra. Kemmerling:

Acuso recibo acuso de su carta de fecha 26 de marzo de 2019 por la cual solicita
autorizacion para realizar el estudio de la referencia.

No encontrandose objeciones, se procede a dar Aprobacién Ejecutiva al proyecto de la
referencia.

Esta aprobacién quedara registrada en el Acta de la préxima sesién ordinaria de este
Comité.

Sirvase recibir adjunto documento de Consentimiento Informado timbrado, fechado y
firmado por el suscrito.

I a saluda atentamente,
Ce\-SSMNORT.

i
Nismo Asesor de 1o DS
Servicio de Sahv — .
Metropolitano $5F€. JUAN JORGE SILVA SOLIS
PRESIDENTE - CEI-SSMN

Calle San Jose, 10583,

indepen Santiago, Chite
iorena ascofPradsalig. gov.cl
Fono (56-2) 2575 85065
www.ssmn.cl
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