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La enfermedad de Chagas es causada por el protozoario parasito Trypanosoma
cruzi (T. cruzi). Alrededor de 9.000 bebés infectados nacen de madres infectadas con
T. cruzi cada afio, con una tasa de transmision de madre a hijo de entre un 1 al 12%.
Para que ocurra la infeccién congénita el T. cruzi debe atravesar la barrera placentaria,
compuesta por capas de tejidos que conforman las vellosidades coridnicas que
separan la circulacion materna de la fetal. El objetivo de esta tesis doctoral fue
establecer la contribuciéon de moléculas mediadoras y efectoras del sistema inmune

producidas por la placenta en el control de la infeccion por T. cruzi.

Para desarrollar nuestro objetivo se empleé un modelo experimental de infeccién
de explantos de placentas humanas normales a término y células BeWo tratadas
(BeWo ST) o no con forskolina (BeWo). Los explantos y las células se infectaron con
tripomastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuen y se analizaron a diferentes tiempos de
cultivo. Ademas, se evalud el efecto de la citoquina pro-inflamatoria IFNy sobre los
explantos placentarios infectados, los mismos se trataron previo y durante la infeccion
in vitro. También, se determiné el efecto del bloqueo del perfil pro-inflamatorio sobre la
infeccion de los explantos mediante el empleo de inhibidores de la actividad del NF-kB

(SULF o NAC) previo y durante la infeccion.

Se demostré que T. cruzi tiene la capacidad de ingresar al tejido placentario,
generando un aumento en la activacion de MMP-9 y en la expresion de MIF, un
regulador de MMP-9. Se observd que las células BeWo ST se infectaron
significativamente menos que las células BeWo, debido a que las primeras producen
significativamente mas moléculas deletéreas para el parasito como NO y ROS, que las
BeWo. El analisis de las cinéticas de invasién y replicacion parasitaria indicé que tanto
los explantos como las células BeWo fueron capaces de infectarse con el T. cruzi,
pasando por procesos de invasion de la forma tripomastigotes, formacién de nidos de
amastigotes y liberacion al sobrenadante de cultivo de las formas infectivas. Las
células BeWo secretaron de un modo continuo TNFa e IL-1 durante la invasion y la
replicacion del T. cruzi. Al comienzo de la replicaciéon, cuando ocurre un aumento del
namero de amastigotes en el estroma placentario, se originé6 una respuesta pro-
inflamatoria significativa en los explantos placentarios mediada por NO, TNFa, IFNy,
IL-18 e IL-10 a las 48-72 h post-infeccion. Se observé que dentro de la barrera
placentaria, el sincitiotrofoblasto y algunas células estromales, son las estructuras que

participan en la secrecion de estos mediadores inmunoldgicos.

El tratamiento de los explantos con IFNy, produjo un aumento de la produccion

de TNFa independientemente de que los mismos estén o no infectados con T. cruzi.
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La carga parasitaria se mantuvo en niveles similares a la de los explantos sin tratar
con IFNy. Los niveles de IL-10 incrementaron en el sobrenadante de cultivo, durante
los procesos replicativos del parasito. Es posible que el incremento en la expresiéon de
IL-10 pudiera favorecer un mecanismo de evasion por parte del parasito mediado por
la via de las arginasas ya que se observl, en los explantos tratados con IFNy e
infectados, una disminucién de NO y aumento de urea, acompafiando el incremento
de IL-10. Por el contrario el blogqueo de la via de NF-kB produjo una disminucion de
TNFa, IL-1B8 e IL-10 durante la invasion y multiplicacion parasitaria, y favorecié el

aumento en la carga parasitaria.

Este trabajo de tesis permite concluir que en la infeccion placentaria por T. cruzi
participan varios componentes de la barrera placentaria y ésta responde mediante la
secrecion de MIF, TNFa, IL-1B, IFNy, NO y ROS; y activacién de MMP-9 limitando la

infeccion parasitaria.
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Chagas disease is caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi (T.
cruzi). An estimated 9,000 babies are infected with T. cruzi by congenital transmission
every year, with a mother-to-child transmission rate of 1 to 12%. For congenital
transmission to occur, T. cruzi must cross the placental barrier, which is constituted by
different layer that form the chorionic villi, to separate maternal and fetal circulation.
The aim of this thesis was to establish the contribution of mediator and effector
molecules of the immune system secreted by the placenta to control infection by T.

cruzi.

We used two different models of infection. An experimental model of human
placental explants and another with a BeWo cells line (with or without forskolin)
infected with T. cruzi (Tulahuen strain) trypomastigotes or without parasites at different
times of culture. We assess the expression of pro-inflammatory cytokines by the
interaction between the tissues or cell with the parasite. Second, we assess the effect
of the stimulation of treatment with IFNy, and last the effect of NF-kB activation

inhibitors (SULF or NAC) on the pro-inflammatory profile before and during infection.

We showed invasion and replication of parasite in BeWo cells and in placental
explants at different times of culture. Forskolin-treated BeWo cells (BeWo ST) showed
significantly less infection than not forskolin-treated BeWo cells (BeWo). NO and ROS
production in supernatant increased in BeWo ST infected or not infected with T. cruzi.
TNFa and IL-1B were secreted during invasion and replication process in BeWo cells
with or without forskolin. MMP-9 activity and MIF expression increased during invasion
process of placental explants. We showed an inflammatory response at 48 - 72 h post-
infection of NO, TNFa, IFNy, IL-18 and IL-10 when increased the number of
amastigotes during replication process in placental explants. Syncytiotrophoblast and
stromal cells secreted cytokines during invasion and replication process in placental
explants. TNFa, IL-10 and urea increased in placental explants treatment with [FNy.
NO decreased and parasite load were not modified treatment with IFNy in placenta
explants. These results suggest that the increase of IL-10 and urea could be an
evasion mechanism of the parasite mediated arginase pathway. TNFa, IL-13 and IL-10
decreased in treatment of inhibition NF-kB pathway during invasion and replication

process. This inhibition increased the parasite load in placental explants.

This data suggest that structures of human placental barrier participate in the
invasion and replication process of placental infection by T. cruzi. Mediator and effector
molecules like MIF, TNFa, IL-1B3, IFNy, NO, ROS and MMP-9 activity could limit of the

infection of human placenta.



INTRODUCCION




Infeccién por Trypanosoma cruzi en modelos in vitro de placentas humanas: | Introduccién
participacién de moléculas del sistema inmunolégico

ENFERMEDAD DE CHAGAS
Generalidades

La enfermedad de Chagas es una zoonosis producida por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi. Esta infeccién, también llamada tripanosomiasis americana, es un
importante problema de salud publica que aflige a amplios sectores de la poblacion,
predominantemente a la rural y suburbana de Latinoamérica. La enfermedad de
Chagas es una infeccion crénica de dificil manejo y tratamiento, que plantea una
importante carga de morbilidad, mortalidad y discapacidad para los paises
latinoamericanos (WHO, 2007, 2015). Actualmente, se ubica dentro de las
enfermedades tropicales desatendidas, reconocidas como un grupo de enfermedades
gue no han recibido suficiente atencion por parte de gobiernos e instituciones
sanitarias y que suelen afectar particularmente entornos empobrecidos y lugares con
climas calurosos y himedos (WHO, 2015). Dado que no existe una vacuna eficaz para
prevenir la enfermedad, las estrategias de control estan focalizadas en disminuir la
transmision, principalmente vectorial, por tratarse en algunas zonas endémicas de la
forma mas importante de propagacién (PAHO, 2010).

Se estima que 6-7 millones de personas se encuentran infectadas en todo el
mundo principalmente en América Latina (Fig. 1). La enfermedad de Chagas tiene
prevalencia en ciertas zonas, denominadas endémicas, de 21 paises de América
Latina, donde se transmite a los seres humanos principalmente por las heces u orina
de insectos triatomineos conocidos como vinchucas, chinches o con muchos otros
nombres, segun la zona geografica. Durante siglos, esta enfermedad afectaba
exclusivamente a las poblaciones rurales de América Latina, pero el movimiento de
personas desde las zonas rurales a las ciudades y a otros continentes ha hecho que la
enfermedad de Chagas pueda afectar a individuos en los Estados Unidos de América,

Canada, paises europeos y algunos paises del Pacifico Occidental (WHO, 2019).
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Figura 1. Distribucién global de individuos con enfermedad de Chagas (modificado de Molina y
col., 2016).

Aunqgue se han producido avances significativos en el control de los vectores, la
transmisién de la enfermedad por vias no vectoriales, como las transfusiones de
sangre, la transmision congénita y los trasplantes de 6rganos han aumentado. La
interrupcién de la transmisién de T. cruzi de madre a hijo se convirti6 en uno de los
desafios de las politicas de salud publica y el estudio de los métodos y mecanismos
gue operan en la misma es motivo de investigacion cientifica. Alrededor de 9.000
bebés nacen infectados de madres infectadas con T. cruzi cada afio, y se estima que
1,1 millones de mujeres, que viven en paises ubicados entre México y Argentina y que

se encuentran en edad fértil, estan infectadas con el parasito (WHO, 2019).
Agente causal: Trypanosoma cruzi

El T. cruzi es un parésito intracelular obligado perteneciente al orden
Kinetoplastida y a la clase Mastigophora. Es un parasito unicelular que alterna su ciclo
biol6gico entre dos hospedadores multicelulares, uno invertebrado y otro vertebrado,
presentando un ciclo de vida digenético. En funcion de la forma general de las células
(esférica, piriforme o alargada), la posicién relativa entre nucleo y kinetoplasto
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(anterior, lateral o posterior), la forma en que surge el flagelo (central o lateral), se

definen 3 estadios de los T. cruzi (Fig. 2):

Estadios en el triatoma Estadios en el humano
o El triatoma se alimenta de sangre
{emonala mmmabgabe-a metacichoss en N N
a5 hooes, 15 tripomastigates penetran en una 9 Los tripomastigoles metaciclicos

penetran varias células en el sitio
dir la mordedura. Adentro se
transfarman en amashgoles

herida por mordedura o en las membranas

(&)

Tripomastigotes metaciclicos -
@n el intesting postenior A @

e Los amastigoles se
. . multiplican por fisidn
Lo tripomasigotes binaria en las células de

pueden infectar olras S
células y transformarse tos tejidas | indos

an amastigotes intracelulares
formando sitios de infeccion

nuevos. Las manifestaciones
clinicas resullan de esle ciclo
infectante,

Se mulliplican en el
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i 4]
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}\ \_/;@ﬁ
o) D L mistes ntecelres
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A\ - Estaio infectante revientan la celula y entran al
torrente circulatorio,
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hittp: e dpd.cde.gow/dpdx

Figura 2. Ciclo biolégico del Trypanosoma cruzi. Extraido de:
https://www.mcdinternational.org/trainings/malaria/spanish/dpdx/HTML/TrypanosomosisAm

ericana

Amastigote. También conocido como esferomastigote, micromastigote, forma
aflagelada o forma de leishmania. Es la forma intracelular replicativa del parasito (Fig.
3). Es un organismo pequefio de 3 a 5 um, posee un nucleo y un kinetoplasto. Sufre
divisién binaria cuando se encuentra en el citoplasma de la célula del hospedador

vertebrado. En este trabajo de tesis, la forma amastigote del pardsito es la que se

cuantifico en los diferentes experimentos.
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Introduccién

Figura 3. A) Imagen histoldgica de amastigotes en tejido cardiaco. Tincién con H/E. Extraido
de: https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html B) Microscopia electrénica
de transmision de amastigotes cepa Y, obtenidos de cultivo de macrofagos J-774G-8. (F)
flagelo, (FP) flagelo pequefio, (G) complejo de Golgi, (I) vacuola lipidica, (k) kinetoplasto, (N)
nucleo. Barra representa 0,25 um. (Santa-Rita y col., 2006).

Epimastigote. Tiene forma de huso y mide entre 20 a 40 um de largo. En este
estadio del parasito el kinetoplasto se ubica anterior al nicleo (Fig. 4). Esta forma del
T. cruzi es capaz de dividirse en medios acelulares y se observa en el intestino de su
hospedero invertebrado. Puede encontrarse dentro de las células de vertebrados
durante el final del ciclo, cuando los amastigotes se transforman en tripomastigotes o

viceversa (De Souza, 2002).

g —— i

Figura 4. A) Imagen histologica de epimastigotes en cultivo axénico. Tincion con Giemsa.
Extraido de: https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html B) Microscopia
electrénica de transmision de epimastigotes cepa Y. (F) flagelo, (k) kinetoplasto. Barra
representa 1 um. (Rochay col., 2006).

Tripomastigotes. Esta forma tiene cerca de 25 um de largo y 2 um de ancho. En

este estadio del parasito el kinetoplasto esta ubicado posterior al nucleo (Fig. 5). Es la
forma infectiva del hospedador vertebrado y es la forma empleada para infectar las
células y tejidos utilizados en este trabajo de tesis. El tripomastigote no es capaz de
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dividirse en la circulacion sanguinea, y morfolégicamente se pueden observar dos
formas de tripomastigotes; uno mas delgado con un ndcleo mas elongado, un
kinetoplasto subterminal y un flagelo corto libre; y el otro es ancho, con un nucleo
ovalado, un kinetoplasto casi terminal y un flagelo libre largo. La predominancia de uno
sobre otro depende de la cepa del T. cruzi y del tiempo de infeccion. Ha sido sugerido
que las formas mas alargadas son responsables principalmente de la infeccion de las
células de vertebrados y las formas mas anchas son mas habiles para infectar a los

hospederos invertebrados (De Souza, 2002).

Figura 5. A) Imagen histoldgica de tripomastigotes en extendido de sangre periférica. Tincién
con Giemsa. Extraido de: https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html B)
Microscopia electrénica de transmision de tripomastigote cepa Y, obtenido de sangre de raton
albino Swiss. (F) flagelo, (FP) flagelo pequefio, (k) kinetoplasto, (M) mitocondrién. Barra
representa 0,25 um. (Santa-Rita y col., 2006)

Linajes de T. cruzi

El T. cruzi es un caso paradigmatico de evolucién predominantemente clonal
(Tibayrenc y Ayala, 1987) con evidencias de recombinacion genética (Yeo y col.,
2005), siendo esto relevante en las manifestaciones de la enfermedad y la resistencia
a farmacos. La nomenclatura intraespecifica de T. cruzi ha sido recientemente
revisada para incluir 6 genotipos (entre paréntesis la antigua denominacién): Tcl
(formado por Tcl), Tcll (formado por Tcllb), Tclll (formado por Tcllc), TclV (formado
por Tclla), TcV (formado por Tclld) y TcVI (formado por Tclle) (Brisse y col., 2001,
Zingales y col., 2009). Se ha descripto, en ratones, que el polimorfismo entre las
poblaciones de T. cruzi puede influenciar la transmision congénita de la enfermedad y
la patologia fetal y/o neonatal (Solana y col., 2002), mientras que en el humano no se
describi6é un genotipo especifico que se asocie a la transmisiéon congénita (Schijman y
col., 2007). En este trabajo de tesis, se utiliz6 la cepa Tulahuen que fue tipificada como
perteneciente al linaje DTU VI (Triquell y col., 2018).

En T. cruzi, la secuencia satélite de ADN (SaTDNA) nuclear tiene un gran

numero de repeticiones (10.000 copias por genoma) y se caracteriza por ser una
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secuencia conservada y organizada, lo cual permite que sea un blanco de
amplificacion para el diagnostico por PCR (Moser y col., 1989; Sturm y col., 1989;
Britto y col., 1995; Vago y col., 1996). En este trabajo de tesis se realiz6 la deteccion
de T. cruzi intracelular en las placentas empleando un algoritmo basado en la
tecnologia de PCR en tiempo real utilizando simultaneamente multiples juegos de
primers y sondas Tagman para identificar los 6 Unidades Discretas de Tipificacién
(DTUs) en muestras bioldgicas (Cura y col, 2015). Esta técnica fue desarrollada en el
laboratorio del Dr. Alejandro Schijman (INGEBI-CONICET) y se aplica al estudio de

muestras sanguineas, de tejido cardiaco, placentario y del SNC.
Vias de transmision

Transmision por vectores. Epidemiolégicamente la principal via de infeccion

ocurre a través del insecto triatomino infectado (Coura, 2007). Dentro de las especies
de triatominos involucrados, Triatoma infestans es la mas ampliamente distribuida en
América Latina, (WHO 2007, 2015) y contra la cual se han hecho la mayoria de las
campafas de erradicacion, logrando en gran parte la interrupcion de la transmision
vectorial, mediante el proyecto de la OPS/OMS INCOSUR, Iniciativa Chagas Cono Sur
(1991-2002) (INCOSUR Report 2001).

Transmision transfusional. La transfusion de sangre infectada, conteniendo

tripomastigotes, fue responsable del 5 a 20% de los casos de la enfermedad de
Chagas en Argentina durante 1995 a 1997 (Schmufis y col., 2000), aunque
publicaciones mas recientes expresan que en todos los paises del cono sur, excepto
Bolivia, cerca del 100% de los donantes de sangre son analizados para la deteccién
de la infeccion por T. cruzi (Carlier y Torrico, 2003). Debido a la migracién de personas
provenientes de paises endémicos a los EE.UU., en el 2007, este Gltimo implemento
en los bancos de sangre la prueba diagnéstico para el Mal de Chagas, aprobada por la
FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos, por sus siglas en inglés) (Tarleton
y col., 2007).

Transmision oral. La transmisién oral ha sido reportada en varias microepidemias

de enfermedad de Chagas agudo en Brasil, Colombia y México, después de la
ingestion de alimentos contaminados con triatominos infectados o sus deyecciones
(Camandaroba y col., 2002; WHO, 2015).

Transmision por_trasplante de érganos. Trasplantes de rifién, higado, médula

Osea, pancreas y corazén, de donantes infectados con T. cruzi, tanto vivos como

muertos, pueden ser causa de transmision del parasito (WHO, 2015).
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Transmision accidental. La transmision accidental de la enfermedad de Chagas

ha sido reportada en varias situaciones, en laboratorios, hospitales y laboratorios de
investigacion, manipulando diferentes fuentes de materiales contaminados, como
deyecciones de triatominos, cultivos de pardsitos y sangre infectada de humanos y de
animales. Todo el personal que manipule muestras biologicas infectadas con T. cruzi

debe seguir normas de bioseguridad para el trabajo de laboratorio (WHO, 2015).

Transmision congénita. La transmision de la infeccion por T. cruzi de madre

embarazada a su hijo puede llevar a la infeccién congénita de Chagas. Esta ultima
puede ser sospechada en cualquier nifio nacido de una mujer infectada por el T. cruzi,
sin importar el estadio de la infeccion en la que ésta se encuentre (Bittencourt, 1992;
Schijman y col., 2007; Carlier y col., 2015).

Curso clinico de la enfermedad

La enfermedad de Chagas presenta tres periodos bien definidos: agudo, crénico

indeterminado y crénico determinado o sintomatico.

Periodo agudo. Generalmente es asintomatico, y mas frecuente en personas

jévenes. Se evidencia una alta parasitemia, con sintomas y signos transitorios. El
periodo de incubacion es de 4 a 10 dias o de menor duracién cuando la via de
transmision es transfusional y por trasplante de érganos (PAHO, 2010). Este periodo
se extiende por 2 a 4 meses. Alrededor del 1 a 2% de las personas infectadas se
diagnostican en esta etapa de la infeccidn. Los pacientes sintomaticos presentan:
fiebre, signos clinicos de puerta de entrada, edema, adenopatias satélites,
hepatomegalia y esplenomegalia. Los signos de puerta de entrada o chagomas de
inoculacion son lesiones cutaneas y son mas frecuentes en la cara y extremidades.
Caracteristico, aunque infrecuente, es el chagoma de la regién ocular llamado signo
de Romafa-Mazza, que se presenta como edema bipalpebral, unilateral, de color
rosado violaceo claro, indoloro y duro. Los chagomas pueden presentarse en cualquier
parte de la piel y son lesiones de aspecto furunculoideo de color rosado violaceo e
indurado, de duracion variable. En este periodo, el compromiso cardiaco se presenta
como una miocarditis que se expresa con taquicardia e hipotension. Algunos casos
pueden llegar a la insuficiencia cardiaca congestiva. La hepatomegalia se presenta en
el 40% de los casos y el compromiso meningoencefalico, es mas frecuente en nifios
de menor edad (PAHO, 2010).

La enfermedad de Chagas aguda es de curso habitualmente benigno en

inmunocompetentes. La tasa de letalidad es de 2% a 7% (Moretti y col., 2005). El
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recién nacido con transmision congénita de Chagas representa un caso agudo de
infeccion y es la forma més frecuente en Argentina (Programa Nacional de Chagas,
2012).

Periodo _indeterminado. Comienza entre las 8 a 10 semanas después de la

infeccién. Un 50 a 70% de los pacientes con enfermedad de Chagas se encuentran en
este periodo de la infeccion. Se caracteriza por la ausencia de sintomas cardiacos,
digestivos y otros. Los pacientes estan infectados (serologia y/o parasitemia positiva),
pero los examenes de laboratorio rutinarios son normales. Un 70% de estos pacientes
mantiene esta forma de la enfermedad durante toda su vida. El resto puede
evolucionar a una forma cronica determinada en un lapso de 10 a 30 afios (PAHO,
2010).

Periodo crénico. Se manifiesta principalmente como cardiopatia, colopatia y

esofagopatia. El compromiso de otros 6rganos tales como estémago, duodeno, vejiga,
uréteres y otros, es infrecuente. Estas formas de presentaciébn pueden ocurrir
separadamente o coexistir en un mismo enfermo. En esta etapa existe una
parasitemia baja y fluctuante, con titulos detectables de anticuerpos en pacientes
inmunocompetentes. Se estima que alrededor de un 30% de las personas con Chagas
tendrian manifestaciones clinicas en la etapa crénica, aunque si se dispusiera de
métodos diagndsticos mas sensibles este numero podria incrementar (PAHO, 2010).
Los problemas cardiacos son los mas serios y se manifiestan principalmente como
dafio al tejido muscular del corazén y con trastornos de la conduccién de la sefal

eléctrica del corazon, lo que produce insuficiencia cardiaca (Tanowitz y col., 1992).
Tratamiento

La enfermedad de Chagas puede tratarse con benznidazol, y también con
nifurtimox, dos farmacos tripanocidas. Ambos medicamentos, si se administran en la
etapa aguda de la infeccion son eficaces casi al 100% para curar la enfermedad,
incluso en los casos de transmisidn congénita. Sin embargo, la eficacia del tratamiento
disminuye a medida que transcurre mas tiempo desde el inicio de la infeccion. El
tratamiento con estos medicamentos también esta indicado en caso de reactivacion de
la infeccion (por ejemplo, por inmunodepresion) y en los pacientes al principio de la
fase crénica. Se debe ofrecer tratamiento a los adultos infectados, especialmente a los
gue no presentan sintomas, dado que el tratamiento antiparasitario puede evitar o
frenar la progresion de la enfermedad y prevenir la transmision congénita en las

embarazadas. En otros casos, los posibles beneficios de la medicacion para prevenir o
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retrasar el avance de la enfermedad de Chagas deben sopesarse contra la duracién
prolongada del tratamiento (hasta dos meses) y las posibles reacciones adversas. El
benznidazol y el nifurtimox no deben administrarse a las embarazadas ni a las
personas con insuficiencia renal o hepética. El nifurtimox también esta contraindicado
en personas con antecedentes de enfermedades del sistema nervioso neurolégicas o
trastornos psiquiatricos. Ademas, puede ser necesario administrar un tratamiento

especifico para las manifestaciones cardiacas o digestivas (WHO, 2015).
TRANSMISION CONGENITA

Teniendo en cuenta que el presente trabajo de tesis involucra la respuesta de la
placenta humana a la infeccién con T. cruzi, a continuacion se detalla la via de
transmisién congénita y los factores que influyen en la misma.

Este tipo de transmisién, tal como mencionamos previamente, se produce
cuando el T. cruzi presente en circulacion sanguinea materna cruza la barrera
placentaria y llega al feto (Bittencourt, 1976). Este evento puede suceder en cualquier

fase de la enfermedad materna (Bittencourt, 1992; 1976; Moretti y col., 2005).
Epidemiologia

Se ha informado que la transmisién materno-fetal de T. cruzi ocurre en alrededor
del 1 al 12% de los embarazos de mujeres infectadas estudiadas en areas endémicas
(Torrico y col., 2004; Salas Clavijo y col., 2012; Bua y col., 2012; Carlier y Truyens,
2015). La tasa de transmision congénita del parasito es variable en diferentes paises:
6% en Argentina, 4,1% en Bolivia, y 4,3% en Paraguay (Carlier y Truyens, 2015), de
0% a 25,1% en Brasil (Martins-Melo y col., 2014), y entre 0,8% a 4,08% en México
(Cardoso y col., 2012; Montes-Rincon y col., 2016).

La importancia de la enfermedad congénita de Chagas ha emergido a la luz en
virtud de que las vias tanto transfusionales como vectoriales estan siendo controladas,
lo que da una mayor relevancia a esta via de transmision para explicar la presencia del
T. cruzi en paises Latinoamericanos, (Girtler y col., 2003; Sosa-Estani, 2005) y en
aquellos no endémicos. Esta importancia se incrementa mas aun por la alta
seroprevalencia de las embarazadas, las cuales pueden aportar enfermos chagasicos

en el futuro, que a su vez, pueden contribuir a propagar la infeccion.
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Vias de transmisién congénita

Ha sido reportado que el T. cruzi puede llegar al feto por via hematdgena,
atravesando la barrera placentaria (Carlier y Truyens, 2015); aunque algunos autores
sostienen que es necesaria la existencia de una lesion previa de la barrera placentaria
para su ingreso (Diaz-Lujan y col., 2012). Se han descripto otras vias por las que
puede entrar el T. cruzi a la circulacion fetal. Asi, en estudios histo-patologicos se ha
descripto la presencia de nidos de amastigotes en fibroblastos coriénicos y en el
mesénquima subamniético del seno marginal, donde las membranas placentarias se
adhieren a la placa coriénica. Este hallazgo, denotaria la posibilidad de transferencia
de parasitos al feto por la via coridnica sin el necesario paso a través del trofoblasto
(Fernandez-Aguilar y col.,, 2005; Carlier y Truyens, 2015). Otra posible forma de
transmision de la enfermedad puede ocurrir en el momento del nacimiento a través del
canal de parto. Este mecanismo puede ocurrir en recién nacidos parasitolégicamente

negativos, que se transforman en parasitolégicamente positivos unas semanas
posteriores al nacimiento (Moya y col., 1989; Blanco y col., 2000; Carlier y Truyens,

2015) (Fig. 6).
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Figura 6. Posibles rutas de transmision materno-fetal de T. cruzi. Esquema que representa la
interaccién del feto con los diferentes componentes placentarios y uterinos donde podria

alojarse el parasito (modificado de Carlier y Truyens, 2015).
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Factores que influyen en la transmisién congénita

Hasta el presente no se ha expuesto una explicacion concreta que justifique el
bajo porcentaje de nifios infectados por transmision congénita. Los factores que
determinan la transmision de T. cruzi de la madre al feto pueden ser multiples (Bua y
col., 2012; Carlier y Truyens, 2015; Bustos y col., 2019). Se ha observado que la
mayoria de los casos congénitos se establecen en embarazadas en la etapa
indeterminada o cronica de la enfermedad y de que es necesaria la persistencia del
parasito para la transmisién (Carlier y Truyens, 2010). Hay evidencias de que la
competencia inmunolégica de la placenta, la madre y el feto juegan un rol en la
transmision congénita (Volta y col., 2016; Medina y col., 2018; Triquell y col., 2018;
Kemmerling y col., 2019). Otros factores que podrian estar participando en la
transmisién congénita son: la edad materna, donde se observd que la frecuencia de
transmisiébn es mayor en madres mas jévenes que en afosas (Bittencourt, 1992),

aungue otros trabajos observaron lo contrario (Salas y col., 2007).

Las diferencias filogenéticas en las cepas de T. cruzi infectante han sido

asociadas con la frecuencia de casos de transmision congénita (Sturm y col., 2003;
Zingales y col., 2009). En la transmision congénita de la infeccién con T. cruzi, en
ratones, se observd que la cepa del parasito puede influenciar la transmision
congénita. La cepa del parasito influye tanto en la frecuencia de reabsorciones de los
fetos, en la parasitemia de la madre, en la fertilidad de la misma, como de la
transmisién congénita del parasito (Solana y col., 2002; Luquetti y col., 2015). En
relacién al genotipo, se ha informado que en el 80 a 100% de los casos congénitos en
Argentina, Bolivia, sur de Brasil, Chile y Paraguay, las madres estaban infectadas con
el genotipo TcV, mientras que el genotipo Tcll se ha identificado en los pocos casos
detectados en otros estados brasilefios (Virreira y col., 2006; Virreira y col., 2007;
Burgos y col., 2007; Corrales y col., 2009; Garcia y col., 2014). Otros autores postulan
gue la cepa que se transmite es la predominante en la poblacién donde se produjo la
infeccibn de la madre, sin que haya un genotipo directamente asociado a la

transmision congénita (Schijman y col., 2007; Herrera y col., 2019).

La parasitemia materna y la exposicién vectorial estan asociadas con el riesgo

de transmision congénita (Buay col., 2012; Hermann y col., 2004; Bustos y col., 2019).
La tasa de transmision vertical de T. cruzi es diferente en 4reas que cuentan con o sin
la presencia de insectos vectores. Regiones geograficas donde la enfermedad es

endémica tienen el doble de probabilidades de tener transmision congénita, en
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comparacion con los paises libres de transmision vectorial como Espafa (5,0 vs. 2,7%
respectivamente) (Howard y col.,, 2014). Es esperable que la carga parasitaria
aumente bajo exposicidon continua del vector en areas endémicas, aumentando el
riesgo de transmisién congénita del parasito (Diaz y col., 2002; Torrico y col., 2006).
Sin embargo, se demostré que mujeres infectadas que viven en casas bajo control de
vectores tenian cargas parasitarias significativamente mas altas que mujeres que
viven en casas infestadas (Sanchez Negrette y col., 2005; Rendell y col., 2015). Esto
probablemente se deba a que repetidas inoculaciones inducen una respuesta inmune
mejorada que ayuda a controlar los niveles de los parasitos (Rendell y col., 2015). En
conjunto, las investigaciones en este campo han respaldado firmemente que la
parasitemia durante el embarazo es un factor clave para la transmisiéon de T. cruzi
connatal, considerando que el 100% de los bebés que nacieron infectados con T. cruzi
sus madres mostraban altas parasitemias durante el embarazo (Bustos y col., 2019).
Por otro lado, el 100% de los nifios nacidos de mujeres tratadas con drogas o con muy
baja o sin parasitemia no estaban infectados (Murcia y col.,, 2013; Rendell y col.,
2015). Estos estudios refuerzan la idea de que disminuir la carga del parasito podria
ser beneficioso para evitar la infeccién congénita, y apoyan la idea de que ya sea un
tratamiento tripanocida especifico o una posible vacuna terapéutica pre-concepcional
(Dumonteil y col., 2019) a mujeres en edad fértil podrian disminuir la transmision a sus
bebés. Sin embargo, se han reportado dos casos clinicos de madres con Chagas
agudo en tercer trimestre de embarazo que no trasmitieron la infeccion al feto (Moretti
y col., 2005), lo que implicaria que existen mecanismos limitantes de la infeccién en la

interfase materno-fetal.

El estado inmunolégico de la madre juega un rol muy importante en la

transmision congénita. Se ha observado que una respuesta innata disminuida con una
liberacion de TNFa baja, se asocia en alguna medida a la transmisién congénita. IFNy
y TNFa son mediadores claves que controlan la infeccién por T. cruzi. IFNy activa
monocitos/macrofagos y estimula, en sinergia con TNFa, la generacion de 6xido nitrico
(NO) con efecto deletéreo sobre el parasito (Carlier y Truyens, 2015). También se ha
reportado una respuesta de linfocitos T, de tipo T helper I, disminuida en madres
transmisoras (Hermann y col., 2004).

TNFa es necesario para el control de las infecciones, pero en altas cantidades,
puede ser perjudicial para el hospedador debido a la fuerte respuesta pro-inflamatoria
que genera (Garcia y col., 2008). Se ha reportado un aumento de TNFa en plasma de
madres no trasmisoras y en nifios no infectados congénitamente por T. cruzi. Sin

embargo, en el plasma de nifios infectados congénitamente los valores de los
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receptores de TNFa solubles (sTNF-R2) fueron significativamente mas altos que los no
infectados (Garcia y col., 2008). Los altos niveles de sSTNF-R2 podrian orientar a la
tendencia de la transmision materno infantil de la infeccioén por T. cruzi (Garcia y col.,
2008). Este reporte nos permite concluir que alteraciones en el control de la respuesta
inflamatoria de la madre pueden tener consecuencias directas en la transmision
congénita y sobre la respuesta inmune de los neonatos (Garcia y col., 2008).

Andlisis transcriptbmico en placentas de madres chagasicas mostré6 una
sobreexpresion de genes que participan en la inflamacién y en la activacién de
linfocitos (Juiz y col., 2018). Teniendo en cuenta los desafios relacionados con el
diagnéstico congénito de Chagas, la identificacion de mediadores inmunol6gicos
podria ser muy util para el desarrollo de nuevos biomarcadores de riesgo de
transmision vertical (Bustos y col., 2019). Actualmente, se han determinado algunos
marcadores inmunolégicos que produce la placenta frente a la infeccién (Castillo y col.,
2017; 2018), pero se desconoce cOmo esta respuesta va variando durante la invasion

y posterior multiplicacién del parésito en el tejido placentario.

Diagndéstico y consecuencias clinicas de la transmision congénita

Muchas de las mujeres embarazadas y nifios infectados con T. cruzi son
asintomaticos, por ello esta infeccion parasitaria puede ser indetectable dificultando el
diagnéstico rapido. Ademas, actualmente existe un subdiagnéstico de esta infeccion,
debido a la pérdida de oportunidades en la atencion prenatal y adecuado seguimiento
infantil por parte de los programas de vigilancia de los sistema de salud (Carlier y col.,
2015). El diagnostico de nifios menores de 8 a 10 meses de edad con infeccion
congénita por T. cruzi se basa principalmente en la deteccion de parasito,
generalmente parasitos vivos en sangre por métodos microscopicos, ya que los
anticuerpos especificos que se pueden detectar han sido transferidos por sus madres
seropositivas. Solo cuando los ensayos parasitoldgicos no logran detectar la infeccion,
los bebés deben ser monitoreados durante un periodo méas extenso para poder
detectar anticuerpos especificos para T. cruzi, generados por el nifio, posterior a la
desapariciéon de los anticuerpos maternos (De Rissio y col., 2010). En la mayoria de
los paises latinoamericanos, el diagnoéstico de los bebés nacidos de mujeres
embarazadas infectadas con T. cruzi se realiza a través del examen directo de
muestras de sangre fresca recogida en tubos heparinizados (microhematocrito o
microtubos). La sensibilidad de este método varia mucho con el entrenamiento del
operador y solo detecta el 40 a 60% de los casos congénitos. Por ello, es necesario el

seguimiento del recién nacido para la deteccion de anticuerpos especificos para T.
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cruzi luego de los 8 a 10 meses del nacimiento, para llegar a un diagnostico final de la
infeccion (De Rissio y col., 2010; Bua y col., 2012). Actualmente, se desarrollé una
técnica de gPCR para la deteccion de T. cruzi en bebés, que ofrece una mayor
sensibilidad y especificidad que los métodos parasitolégicos que implican examen
microscopico de muestras de sangre (Piron y col., 2007; Duffy y col., 2009, 2013;
Ramirez y col., 2015). Este método diagndstico puede dar lugar a algunos resultados
falsos positivos como también requiere de un equipamiento complejo que
generalmente no se posee en zonas endémicas. Por ello, esta en etapa de prueba un
examen molecular que se basa en la PCR convencional pero utiliza la amplificacion
isotérmica del ADN evitando el uso de equipamientos complejos (Besuschio y col.,
2017; Jimenez-Coello y col., 2018). Estos nuevos enfoques moleculares necesitan la
estandarizacién y validacion frente a los tests de referencia. Bebés que no completan
el periodo de seguimiento requerido para el diagnéstico de la infeccién parasitaria se
veran privados del acceso inmediato a tratamientos farmacolégicos y la eliminacién del
parésito y se convertirdn en adultos infectados. Es crucial el desarrollo de técnicas
diagndsticas sensibles, rapidas y simples para una deteccion oportuna de T. cruzi en
la infeccion congénita, poco después del nacimiento y antes de que el recién nacido
abandone la unidad de cuidados, especialmente en areas rurales donde el acceso al

sistema de salud puede ser limitado (Bustos y col., 2019).

Los recién nacidos pueden tener distintas sintomatologias clinicas, desde ser
asintomaticos hasta experimentar diversos grados o tipos de sintomatologias (Freilij y
Altcheh, 1995). Actualmente existe coincidencia en diferentes estudios realizados, en
todos los paises de zonas endémicas, en que un porcentaje muy elevado de nifios
nacidos con infeccion congénita (60 a 90 %) no presenta sintomatologia al nacer ni en
los meses subsiguientes, con excepcion de algunos trabajos en Bolivia, donde se ha
reportado un 50% de nifios sintomaticos (Carlier y Torrico, 2003). Los signos clinicos
mas frecuentes encontrados en los pacientes sintomaticos son: hepatomegalia,
esplenomegalia, hepatoesplenomegalia, meningoencefalitis, insuficiencia cardiaca y
anemia (Bittencourt, 1976; Moya y Moretti, 1997). Por ello, la hepatomegalia y la
esplenomegalia deben ser tenidas en cuenta en zonas endémicas cuando se
sospecha la enfermedad, y mas aun si existen antecedentes maternos. La miocarditis
ha sido observada con baja frecuencia. Cuando esta Ultima ocurre, significa un severo
cuadro neonatal que requiere terapéuticas con cardiotonicos y diuréticos, ademas del
tratamiento etiologico. La frecuencia de trastornos neuroldgicos no ha sido establecida
con certeza. Algunos autores refieren que el 50% de casos neonatales presentan

alteraciones del sistema nervioso central (Truyens y col., 2005). También ha sido
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publicado por diversos autores, otras consecuencias como bebés nacidos prematuros,
con bajo peso al nacer y abortos espontaneos (Saleme y col., 1971; Bittencourt, 1972;
Luquetti y col., 2015).

MECANISMO DE INFECCION Y SUPERVIVENCIA DEL T. cruzi EN LA CELULA
DEL HOSPEDADOR

Proceso de invasién y replicacién de T. cruzi en células humanas

Se ha descripto que el ciclo de infeccion del T. cruzi en células humanas
comienza con una invasion a la célula dentro de los 15 min posteriores a la unién
parasito-célula. Ya dentro de la célula, el parasito se encuentra encerrado por una
porcién de la membrana de la célula hospedadora (vacuola parasitéfora). A las 4 h
después de la infeccion, el parésito comienza a transformarse de la forma
tripomastigote infecciosa a amastigote intracelular; saliendo de la vacuola
parasitoférica alrededor de las 8 h post-infeccion. El parasito completa su
transformacién a amastigote en 24 h y comienza a replicarse alcanzando su mayor
divisibn a las 72 h post-infeccion. Alrededor de 96 h post-infeccién, el parasito
comienza su transformacion a la forma tripomastigote (Fig. 7). Luego, los
tripomastigotes escapan de la célula y el proceso de infeccién puede comenzar de
nuevo en otra célula (Houston-Ludlam y col., 2016; Li y col, 2016). Acompafiando los
procesos de infeccion, las células responden expresando en una primera etapa, hasta
las 24 h, genes que regulan metabolismos como glicdlisis, oxidacion y sintesis de
acidos grasos (Li y col, 2016). Posteriormente a la transformacién en amastigote y el
aumento de la replicacion, hay una mayor expresion de genes relacionados al sistema

inmune del hospedero como TNFa e IL-8 (Houston-Ludlam y col., 2016).

T. cruzi en células humanas. El circulo violeta muestra el
nacleo de la célula humana y en gris el citoplasma celular.
Las estructuras alargadas son los tripomastigotes y los
circulos pequefios grises con borde violeta, representan a
la forma amastigotes. hpi: horas post-infeccién (Houston-
Ludlam y col., 2016).

% % Figura 7. Representacion esquematica de la infeccion por
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Evasion de larespuesta inmune y supervivencia del T. cruzi en células humanas

En la literatura, hay varios términos y definiciones para describir la activacion y
polarizacion de los macréfagos (Orecchioni y col., 2019). Nathan definid la activacion
clasica de macréfagos mediada por IFNy (Nathan y col., 1983) y Gordon definio la
activacion alternativa de macréfagos inducida por IL-4 (Stein y col., 1992). El tipo de
activacion determina la funcionalidad de los macréfagos (Orecchioni y col., 2019). La
exposicion de macrofagos a sefiales de activacion clasicas, como el lipopolisacarido
(LPS) o el IFNy, inducen la enzima oOxido nitrico sintasa inducible (NOSIi) que actla
sobre L-arginina produciendo NO vy citrulina. La NOSi es inducida en macrofagos a
través de las citoquinas pro-inflamatorias como TNFa, IFNy e IL-12 (Stempin y col.,
2007). NO actia como una molécula efectora del sistema inmune con funcion
citotoxica. Ciertas acciones antimicrobianas de los macréfagos han sido atribuidas al
NO y también a varios productos del metabolismo del NO, que cominmente se
denominan intermediarios reactivos del nitrégeno, como por ejemplo el peroxinitrito
(Martinez y Gordon, 2014).

Los macréfagos activados alternativamente, en contraste con los clasicos, fallan
en producir NO a partir de L-arginina, en virtud de su capacidad para inducir la enzima
arginasa. Este tipo de macrofagos tiene comprometida su capacidad para eliminar
patdgenos intracelulares. A partir de L-arginina, la arginasa produce urea y ornitina, y
luego poliaminas y prolina. Las citoquinas producidas por los macrofagos activados
alternativamente son la IL-10, el receptor antagonista de IL-1 (IL-1RA) y TGFB
(Martinez y Gordon, 2014).

Interesantemente, macrofagos con perfil de activacion alternativo, han sido
identificados en tejidos como pulmén y placenta en condiciones normales.
Recientemente se demostrd la presencia de arginasa activa en sangre periférica de
mujeres embarazadas, asi como, se reportdé una incrementada actividad de esta
enzima en placenta (Kropf y col., 2007; Liu y col., 2018). A pesar de sus funciones en
la regulacion del sistema inmunolégico, se ha visto que este fenotipo de activacion
alternativa de macrofagos, puede ser aprovechado por varios microorganismos y por
células tumorales para persistir y proliferar en el hospedador (Liu y col., 2018;
Orecchioni y col., 2019).
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Arginasa versus NOSi como mecanismo de evasidn inmune para favorecer la

supervivencia de T. cruzi

Stempin y col., han demostrado la influencia de un antigeno del T. cruzi,
cruzipaina (Cz) sobre las vias de activacion de macréfagos, y que los macréfagos
activados por esta glicoproteina, muestran un perfil de activacion alternativa. Los
macroéfagos activados por Cz producen urea (a través de la activacion de arginasa), IL-
10 y TGFpB pero no NO e IL-12 (Stempin y col., 2002). En los macrofagos activados
alternativamente por Cz y luego infectados con T. cruzi, se observé un incremento en
el nimero de parasitos. Este fenédmeno podria atribuirse al efecto de TGF, ya que se
ha demostrado que este factor es capaz de desplazar el metabolismo de L-arginina en
macréfagos, disminuyendo NO e induciendo la produccion de ornitina, con la
subsiguiente biosintesis de poliaminas. Ademas, TGFB también ejerce un potente
efecto regulatorio sobre la funcién de macréfagos, incluyendo la supresion de la
produccién de IL-12. En este sentido, se ha descripto que las células activadas por Cz
no son capaces de producir IL-12. Por otra parte, se ha demostrado que la IL-10
liberada por macréfagos activados alternativamente es capaz de inhibir la generaciéon
de macréfagos activados clasicamente. Se ha demostrado que las células peritoneales
activadas con Cz son capaces de liberar grandes cantidades de IL-10, de esta manera
se incrementaria la activacion alternativa de macréfagos favoreciendo la replicacion
parasitaria (Stempin y col., 2002). Por lo tanto, el balance entre citoquinas anti-
inflamatorias (IL-10 y TGF) y pro-inflamatorias (IL-12) al comienzo de la infeccién con
T. cruzi podria ser crucial para permitir la instalacion del parasito. Este podria ser un
mecanismo de evasion a la respuesta inmune innata usado por T. cruzi para favorecer

su instalacién en el hospedador (Fig. 8).
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Figura 8. Modelo de activacién alternativa de macréfagos inducida por cruzipaina (Cz).
Diagrama resumiendo el modelo de activacion alternativa de macroéfagos inducido por Cz. Cz
contacta con su receptor e induce la activacion alternativa de macréfagos, a través de la
expresion de arginasa, liberacién de IL-10 y TGFB. Los macrifagos activados alternativamente
ofrecen un ambiente propicio para que los amastigotes de T. cruzi se repliquen
descontroladamente. Ademds los macréfagos activados alternativamente pueden favorecer el
perfil Th2 (Stempin y col., 2007).

Se ha demostrado que la manipulacion indirecta del NO a través de la
modulacion de la actividad de arginasa representa un importante mecanismo
bioquimico que regula la actividad del factor nuclear kB (NF-kB). También se ha visto,
gue el tratamiento con los inhibidores de TK, PKA y p38 MAPK en células estimuladas
con Cz y luego infectadas con T. cruzi causa una disminucion en el crecimiento del
parasito, que se correlaciona con un desplazamiento en el balance nitritos/urea a favor
de la producciéon de nitritos (Stempin y col., 2004). Estos resultados mostraron la
existencia de sefales intracelulares que regulan el balance NOSi/arginasa en
macréfagos y que estan implicadas en el control/persistencia de T. cruzi (Stempin y
col., 2007; 2008). Se ha demostrado que ratones deficientes en NOSi o en los cuales
se inhibi6 la expresion de esta enzima y posteriormente infectados con T. cruzi son
altamente susceptibles a la infeccion (Hdlscher y col., 1998; Panis y col., 2019) asi
como ratones modificados para favorecer un perfil de macréfagos con activacion
alternativa e infectados con T. cruzi, presentaron un aumento de expresion de

arginasa-1 y mayor replicacion del parasito (Abad Dar y Hoélscher, 2018).
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Estos resultados muestran la importancia que poseen moléculas del sistema
inmune innato en la limitacion o sostenimiento de la infecciéon por T. cruzi, aspectos

muy poco estudiados en la infeccién del tejido placentario.
PLACENTA HUMANA

La placenta (del griego Plakous = torta plana) es un érgano transitorio, el cual
separa y conecta simultdneamente a la madre y el feto (Valentich y col., 2016).
Durante todo el embarazo, la placenta realiza distintas funciones que intervienen tanto
sobre la madre como en el feto. Entre ellas estan la transferencia de gases, nutrientes
y desechos, balance de agua, funciones enddcrinas e inmunolégicas (Benirschke,
Kaufmann y Baergen, 2015).

Caracteristicas estructurales

La placenta humana a término tiene una forma discoidal de unos 20 cm de
didmetro, 2,5 cm de grosor y pesa alrededor de 500 gramos (Valentich y col., 2016).
Este 6rgano tiene, un sistema de ramificaciones conocidas como &arbol velloso
placentario y una estructura hemocorial como barrera materno-fetal (Benirschke,
Kaufmann y Baergen, 2015). En la placenta a término se distinguen tres regiones

principales, con estructuras y funciones diferenciadas y especificas.

Cara fetal: también conocida como placa coriénica, orientada hacia la cavidad
amnidtica. En ella, se puede observar la presencia de vasos sanguineos fetales

visibles macroscépicamente (Fig. 9 A).

Cara materna: también denominada cara uterina o placa basal, la cual esta en
contacto con el endometrio. Esta placa, se desprende durante el alumbramiento. Se
encuentra constituida por el estroma endometrial, por trofoblasto y decidua en una
matriz extracelular fibrinoide. Esta cara presenta estructuras sobreelevadas,
delimitadas por tabigques del endometrio, que separan de forma incompleta el espacio

intervelloso denominados cotiledones (Fig. 9 B).

Arbol velloso: segmento situado entre las caras materna y fetal. En esta zona se
realiza el intercambio materno-fetal y la mayoria de las funciones placentarias antes
descritas. Se caracteriza porgue la sangre materna llena el espacio intervelloso donde

se encuentran sumergidas las vellosidades coriénicas (Valentich y col., 2016).
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Figura 9. Aspectos macroscopicos de la placenta humana: A) Cara fetal, B) Cara materna. Los
cotiledones son sefialados con estrellas amarillas.

Vellosidades coridnicas

En la placenta a término podemos identificar 3 tipos de vellosidades coridnicas,

las cuales tienen caracteristicas estructurales y funcionales propias (Fig. 10):

Vellosidades placentarias troncales: proporcionan soporte estructural al arbol

vellositario y le otorgan un armazén de distribucion. Estas vellosidades estan
caracterizadas por un estroma fibroso denso y la presencia de arterias y venas.
Algunas de las vellosidades se conectan con la placa basal por columnas celulares
(vellosidades de anclaje) y permiten estabilizar la posicion del arbol velloso en el

espacio intervelloso (Fig. 10-3).

Vellosidades placentarias intermedias: este tipo de vellosidades son la

continuacion de las vellosidades troncales y estan interpuestas entre éstas y las
vellosidades terminales. Son ramificaciones largas, delgadas que se caracterizan por
la presencia de vasos sin una media y adventicia distinguible con el microscopio de luz
(Fig. 10-2).

Vellosidades placentarias terminales: se caracterizan por ser ramificaciones

finales, en forma de racimo; poseen abundante capilarizacion, y representan el
principal sitio de intercambio materno-fetal a través de la barrera placentaria (Valentich
y col., 2016) (Fig. 10-1).
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Figura 10. Esquema de los tipos de vellosidades en la placenta humana: 1) Vellosidad terminal,
2) Vellosidad intermedia y 3) Vellosidad troncal (Benirschke, Kaufmann y Baergen, 2015).

Barrera placentaria
El término barrera materno-fetal o barrera placentaria define, en la placenta,
capas de tejidos en las vellosidades coridnicas que separan las circulaciones materna

y fetal (Fig. 11). En su estructura se pueden distinguir las siguientes partes:

Trofoblasto: compuesto por el sincitiotrofoblasto (STB), capa celular
multinucleada, con microvellosidades en su membrana apical, que se encuentra en
contacto con la sangre materna. Mediante procesos de apoptosis se forman nudos
sinciciales que se liberan hacia la circulacion materna. También esta formado por el
citotrofoblasto velloso (CTB) constituido por células mononucleadas que se dividen,
diferencian y fusionan para la formacion del STB. Durante el primer trimestre de
gestacion el CTB se puede observar como una capa continua entre el sincitio y la
membrana basal. Sin embargo, a partir del segundo trimestre su estructura pasa a ser
discontinua, y al final de la gestacion se localizan células aisladas entre el sincitio y la

membrana basal.
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Estroma: posee una matriz extracelular de fibras coldgenas y sustancia amorfa,
en la cual se localizan células mesenquiméticas, fibroblastos, y células de Hofbauer

(macrofagos residentes) de origen fetal.

Vasos sanquineos fetales: en ellos se localizan células endoteliales con

membrana basal (Valentich y col., 2016).
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Figura 11. Estructura de la placenta humana. A) Esquema de la placenta humana a término, se
observa desde cara materna, placa basal, vellosidades y placa coridnica, B) Vellosidades
terminales, se muestran células Hoftbauer en estroma placentario y se sefiala en rojo la barrera
placentaria C) Barrera placentaria: esquema donde se muestra desde sangre fetal, endotelio,
estroma, citotrofoblasto y sincitiotrofobasto (Carlier y col., 2012), D) microfotografia dptica (H/E)
y E) micrografia electronica. En D y E se observa: el espacio intervelloso (1), trofoblasto
formado por el sincitiotrofoblasto (2) y citotrofoblasto (3), lamina basal (asterisco), y vasos
fetales (4) (Fretes y Kemmerling, 2012).
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RESPUESTA INMUNE PLACENTARIA
Generalidades

El embarazo es una situacion Unica de conexion entre la madre y el feto
hemialogénico. Numerosos mecanismos fetales, maternos y placentarios funcionan en
conjunto para proteger al feto del reconocimiento y el rechazo inmunolégico. La
placenta media el soporte hormonal, nutricional y de oxigeno al feto, a la vez que
desempefa un importante papel inmunomodulador. Un embarazo exitoso implica
interacciones complejas entre el trofoblasto fetal y las células inmunes deciduales
maternas, que permiten que el embrién y luego el feto se desarrolle en el Utero
mientras el sistema inmunitario de la madre permanece en gran parte adecuado
funcionalmente. Células asesinas naturales uterinas (uUNK), células dendriticas
inmaduras (iDC), células T y macrofagos contribuyen a la modulaciéon del entorno
uterino para mantener un embarazo a término (PrabhuDas y col., 2015).

Altas cantidades de citoquinas pro-inflamatorias (como IL-6, IL-15 y TNF) y
quimioquinas (como CXCL10, CXCL8 y CCL2) se expresan en la placenta durante la
implantaciéon temprana. Estas citoquinas también pueden ser secretadas tanto por las
células endometriales como por las células del sistema inmune que son reclutadas al
sitio de implantacion (Racicot y col., 2014). El trofoblasto y también macréfagos de la
placenta producen estas citoquinas (Raghupathy, 2013). Las citoquinas anti-
inflamatorias, IL-4 e IL-10, también son secretadas por el tejido placentario. Se ha
demostrado, que ambos tipos de citoquinas, juegan un papel beneficioso en los
procesos fisiologicos normales en la placenta. Estos incluyen la invasion vy
diferenciacion del trofoblasto, la proliferacibn placentaria y la angiogénesis
(Raghupathy, 2013).

Un embarazo saludable depende de la capacidad del sistema inmune materno
para cambiar y adaptarse a cada etapa especifica del desarrollo (Mor y Cardenas,
2010). Existen tres estados inmunoldgicos distintos que corresponden a las etapas del
desarrollo fetal (Fig. 12): primero, una etapa pro-inflamatoria que esta asociada con la
implantacion y la placentacién; segundo, una etapa anti-inflamatoria asociada con el
crecimiento fetal; y tercero una segunda etapa pro-inflamatoria que es responsable del
inicio del parto (Mor y Cardenas, 2010; 2011).
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Figura 12. Las tres etapas inmunoldgicas del embarazo. El primer trimestre del embarazo esta
asociado con inflamacion, la cual se requiere para la implantacién del blastocistos. El segundo
trimestre se caracteriza por un microambiente inmunitario anti-inflamatorio de tipo T helper 2
(TH2) necesario para el crecimiento fetal. En el tercer trimestre, hay un cambio a un estado
inmune inflamatorio y de tipo TH1, que es necesario para el parto (modificado de Mor y col.,
2017).

Implantacion y placentacion: etapa pro-inflamatoria. La unién inicial del blastocito

al revestimiento epitelial del utero durante la implantacién y la placentacion ocurre con
una reestructuracion de la decidua por el trofoectodermo invasivo. La etapa de
implantaciéon y la placentacion temprana se parecen al proceso de lesion tisular y
posterior reparacion. En el sitio de implantacion, la inflamacion se caracteriza por la
presencia de IL-6, IL-8, IL-15, granulocitos, factor estimulante de colonias de
macréfagos (GM-CSF), ligando de quimioquina CX 1 (CXCL1), CC-quimioquina
ligando 4 (CCL4), osteopontina y TNF, que derivan tanto de las células del estroma
endometrial como de las células inmunes infiltrantes del trofoblasto. Este proceso pro-
inflamatorio favorece la receptividad uterina del feto y determina el éxito de la
implantacién y la placentacion temprana (Mor y col., 2017). Durante el proceso de
invasion del trofoblasto, éste secreta metaloproteinasas (MMP) para degradar la matriz

extracelular y son controladas por factores como IFNy y TGFB (Cartwright y col., 2010).

Crecimiento fetal: etapa anti-inflamatoria. Posterior a la implantacion y formacion

de la placenta se genera un estado en el cual la madre, la placenta y el feto son
simbidticos, y el medio predominante es del tipo TH2 o anti-inflamatorio. Este periodo
es el mas largo, por ello, muchos autores toman erréneamente al embarazo como un
estado anti-inflamatorio total. Cualquier sefial pro-inflamatoria en esta etapa, como una
infeccion, puede conducir a un aborto espontdneo (Romero y col., 2007). Varios tipos
de células inmunes (incluidas los macréfagos, células NK deciduales y células Treg)
contribuyen al establecimiento de un microambiente anti-inflamatorio en esta etapa del
embarazo. Macréfagos deciduales con fenotipo similar a macrofagos activados tipo 2,

asociados con renovacion tisular secretan predominantemente citoquinas anti-
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inflamatorias. Debido a su alta capacidad fagocitica, los macréfagos deciduales
eliminan eficientemente el trofoblasto dafiado, evitando asi la liberacion de antigenos
paternos, lo que podria desencadenar una respuesta inmune materna contra el feto
(Mills y col., 2000; Abrahams y col., 2004). Las células Treg son participantes claves
en el proceso de reparacion de tejidos debido a su capacidad anti-inflamatoria y anti-
apoptotica. Durante el embarazo, las células Treg tienen un papel central en el
mantenimiento de un ambiente anti-inflamatorio al prevenir respuestas inmunes de tipo
efector contra antigenos paternos. Una expansién sistémica de células Treg
especificas para antigenos derivados del padre se observa al inicio del embarazo, lo
gque indica que su funcién es proteger las células fetales que expresan antigenos
paternos del rechazo por el sistema inmune materno. Las células Treg estan presentes
en la decidua de mujeres embarazadas sanas, y persisten después del parto y se
acumulan rapidamente durante embarazos posteriores. Esto indicaria una respuesta
reguladora de tipo de memoria. Una poblacion de células TH17 también esta presente
en el Utero, y esta poblacion se expande durante el embarazo. Como generalmente
son de naturaleza pro-inflamatoria, estas células TH17 pueden ayudar a proteger la
interfaz madre-feto de infecciones microbianas, mientras que las células Treg pueden

servir para regular la funcion celular TH17 (Mor y col., 2017).

Trabajo de parto: etapa pro-inflamatoria. Luego del crecimiento fetal es necesario

un cambio a un medio ambiente pro-inflamatorio para generar el parto. La ruta de
sefializacién del NF-kB ha sido demostrada como la iniciadora del parto. La afluencia
de células inmunes en el miometrio es crucial para promover la contraccion del Gtero,
el nacimiento del bebé y la separacion de la placenta (alumbramiento) (Mor y col.,
2017).

Infeccion placentaria por patégenos

La respuesta inmune materna tiene que proteger tanto a la madre como al feto
de infecciones graves, y a su vez, tolerar los tejidos fetales extrafios que han invadido
el atero. Las células trofoblasticas de la placenta humana, derivadas de la masa
celular externa del blastocito, estdn en el centro de este equilibrio entre una respuesta
a la infeccion y la tolerancia de la concepcién (Heerema-McKenney, 2018).

Una infeccidbn placentaria capaz de provocar la produccion de citoquinas
inflamatorias, como TNFa, IFNy, IL-12 y altos niveles de IL-6, activara el sistema
inmune materno y podria provocar dafio placentario y aborto o parto prematuro (Mor y
Cérdenas, 2010).
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El sincitiotrofoblasto es una barrera altamente efectiva que, sin embargo, no se
mantiene intacto debido a la accién de los agentes patdgenos presentes en el espacio
intervelloso (Castillo y col., 2012; Triquell y col., 2018). Durante la implantacion y la
placentacién temprana, el trofoblasto tiene un papel activo en la configuracion del
medio inmunoldgico en el sitio de implantacion atrayendo y educando las células
inmunes, y dando forma a la respuesta posterior de las células inmunes a estimulos
externos. Se ha demostrado, que las células del trofoblasto tienen la capacidad de
sensar y responder a su microambiente expresando receptores en la superficie celular
como receptores tipo Toll (TLR) y receptores tipo NOD (NLR). Estos receptores son
capaces de reconocer los patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) gue son
liberados por células y tejidos dafiados, asi como patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP) tales como; bacterias, virus y otros microorganismos (Heerema-
McKenney, 2018). Las células trofoblasticas responden a la invasion de
microorganismos secretando IL-1B, IL-6, IL-8 y TNFa, como asi también IL-10
(Tomlinson y col., 2019). Trabajos con lineas celulares derivadas del trofoblasto, como
BeWo y JEG3, han mostrado su capacidad de respuesta, con secrecion de TNFa, IL-
18, IFNy e IL-10, frente a infecciones de Plasmodium falciparum y Toxoplasma gondii
(Vasquez y col., 2013; Castro y col., 2013; Barbosa y col., 2015).

Se han descripto tres tipos de mecanismos de defensa en la inmunidad innata:
barreras anatdmicas, como la barrera placentaria; respuesta inmune innata celular; y
respuesta inmune innata humoral. Durante la invasion al tejido, el patdgeno rompe la
barrera anatomica, y las células inmunes innatas se activan y secretan citoquinas y
guimioquinas para controlar la replicacion del patégeno. La barrera placentaria es
parte de esta defensa inmune innata (Kemmerling y col., 2019).

Sin embargo, algunos microorganismos, como T. cruzi, pueden pasar la barrera
placentaria e infectar al feto, causando la transmision congénita de Chagas
(Bittencourt y col., 1992; Carlier y col., 2012; Fretes y Kemmerling, 2012; Liempi y col.,
2016).

Infeccion placentaria por Trypanosoma cruzi

Durante la transmisién congénita de Chagas, el T. cruzi debe atravesar la
barrera placentaria para infectar al feto en desarrollo (Liempiy col., 2016).

El trofoblasto constituye una barrera potencial para evitar la penetracion de T.
cruzi (Bittencourt, 1976; Carlier y Truyens, 2010; Kemmerling y col., 2019). El estudio
histopatologico de casos de Chagas congénito mostré parasitos tanto en el trofoblasto

como en el estroma velloso (Bittencourt, 1976; Bittencourt y col., 1988). Alteraciones
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del trofoblasto y procesos inflamatorios han sido observados en placentas
provenientes de madres infectadas con T. cruzi con y sin transmision congénita
(Fretes y Kemmerling, 2012). Se ha demostrado que la presencia de la barrera
placentaria es importante ya que la remocion del sincitiotrofoblasto de la vellosidad
placentaria facilita significativamente la infeccion por T. cruzi (Diaz-Lujan y col., 2016).

Un estudio transcriptomico de placentas chagdasicas ha mostrado un aumento de
expresion de genes relacionados a la respuesta inflamatoria y la activacion linfocitica,
como asi también de genes asociados al metabolismo de lipidos (Juiz y col., 2018). Un
estudio similar, pero en un modelo de tejido placentario humano ex vivo infectado con
el parasito muestra que el efecto sobre la respuesta del sistema inmune es
particularmente relevante. El parasito cambia drasticamente la expresion de los genes
del hospedador involucrados en la respuesta inmune, incrementando la expresion de
un namero importante de genes de inmunidad innata (Castillo y col., 2018).

Dado que los patégenos expresan multiples PAMP que actian como agonistas
de los TLR, el resultado de la infeccion placentaria es un perfil de
citoquina/quimioquina TH1-TH2 Unico, complejo y superpuesto. En explantos, T. cruzi
induce un aumento de los niveles de citoquinas liberadas al medio de -cultivo,
especificamente de IL-183, IL-6, TNFa, IL-8 e IL-10 en las primeras 2 h de interaccion
(Castillo y col., 2017).

Factor de transcripcién NF-kB en la infeccion de explantos placentarios por T.

cruzi

Se ha reportado que NF-kB es esencial para la inmunidad innata (Bonizzi y
Karin, 2004; Perkins, 2007; Lawrence, 2009; Ghosh y Dass, 2016). Posee dos vias de
activacion, una clasica y una alternativa. La via clasica de NF-kB se activa mediante
una variedad de sefiales inflamatorias, lo que resulta en una expresién coordinada de
multiples genes que codifican a proteinas implicadas en la respuesta inmune
inflamatoria e innata como TNF-aq, IL- 13, IL-6, MMP-9 y NO (Zoltan y col., 2015), las
citoquinas pro-inflamatorias IL-1B y TNFa activan NF-kB, y su expresion se induce en
respuesta a la activacion de NF-kB, formando asi un circuito amplificador de
alimentacién positiva. La via alternativa de NF-kB produce sintesis de quimiocinas y
expresion de genes participante en la organogénesis (Bonizzi y Karin, 2004). Una
extensa lista de bacterias y productos bacterianos activan NF-kB en macrofagos y
otros tipos de células. Estas respuestas dependientes de NF-kB no se limitan a las
bacterias; la invasion de células endoteliales por el pardsito protozoario T. cruzi

también activa NF-kB, y est4 asociada con un aumento de la expresion de moléculas
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de adhesién, NO, TNFa, IL-12, IL-18, IL-33 e IL-18 (Petersen y col., 2006; Silva y col.,
2010; Gutierrez, 2011).

Recientemente se ha descripto la participacion del NF-kB en la infeccion de
explantos placentarios por T. cruzi. Liempi y col. determinaron que tanto la via
canbnica como la no candnica del NF-kB se activan en presencia del parasito
utilizando un modelo de infeccién de 10 min con 10° tripomastigotes de la cepa Y
(Liempi y col., 2019). A su vez, observaron que al inhibir tanto la via clasica como la
alternativa, durante 2 h previo a la infeccién, la carga parasitaria aumentaba en
relacién al control sin tratamiento (Liempiy col., 2019).

En resumen, la activacion de NF-kB frente a la infeccion por T. cruzi en
diferentes hospederos conduce a un incremento en la expresion de citoquinas como
TNFa, IL-18 e IL-6 e IL-18 y moléculas efectoras como NO, ROS y MMPs. En
placenta, NF-kB participa regulando estas citoquinas para alcanzar un embarazo

exitoso y en el caso de infeccién patdgena, responder protegiendo al feto.
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Hipotesis
El proceso de invasion y multiplicacion de T. cruzi en la barrera placentaria es

mediado por citoquinas y moléculas efectoras del sistema inmune.

Objetivo general

Establecer la contribucién de moléculas mediadoras y efectoras del sistema
inmune producidas por la placenta en el control de la infeccién por T. cruzi.

Objetivos especificos

1. Identificaciébn de moléculas efectoras de la respuesta inmune durante el
proceso de invasion del T. cruzi en el tejido placentario y la linea celular

BeWo derivada de trofoblasto.

2. Determinacién de citoquinas y Oxido nitrico durante los procesos de
invasion y multiplicacion del T. cruzi en el tejido placentario y la linea celular

BeWo derivada de trofoblasto.

3. Determinacién del efecto del tratamiento con IFNy en la infeccion de tejido

placentario por T. cruzi.

4. Analisis del efecto regulatorio sobre la actividad del factor de transcripcion

NF-kB en la infeccion de tejido placentario por T. cruzi.
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1. Tripomastigotes

Se utilizaron tripomastigotes de Trypanosoma cruzi de la cepa Tulahuen
perteneciente al DTU VI (Diaz-Lujan y col., 2012). Los tripomastigotes se obtuvieron
de ratones Albino swiss infectados, los cuales fueron sangrados en el dia del pico de
la parasitemia (Fretes y Fabro 1990). Estos tripomastigotes se utilizaron para infectar
células Vero, en las que se mantuvo la infeccién in vitro. Los parasitos se aislaron de
la sangre de los ratones mediante centrifugacién a 900 rpm, se estacionaron durante 1
h a 37 °C para permitir que los parasitos se concentren en el plasma y luego el plasma
se centrifug6b nuevamente a 2.000 rpm, obteniendo el pellet de tripomastigotes.
Ademas, se obtuvieron tripomastigotes de los sobrenadantes de cultivos, provenientes
de células Vero infectadas con T. cruzi, cultivadas en frascos T (Greiner) de 75 cm®, a
pH 7,35, 37 °C y con 5% de CO,, obteniendo cantidades significativas de formas
tripomastigotes para los experimentos.

2. Placentas

Se utilizaron 20 placentas obtenidas por cesarea de embarazadas normales
provistas por el Sanatorio Allende, Hospital Privado y Maternidad Nacional de la
ciudad de Cordoba. Se efectudé un analisis clinico — serol6gico para garantizar el
estado de salud de las pacientes aportantes de las placentas, aspecto fundamental de
la investigacion. Para resguardar los aspectos ético-legales de la investigacion se
obtuvo el consentimiento informado de las embarazadas, confirmando su voluntad de
donar las placentas para la investigacion. Los criterios de inclusién fueron placentas
provenientes de embarazadas con serologias negativas para enfermedades infecto-
contagiosas y sin antecedentes clinicos de patologias del embarazo.

Las placentas, se trasladaron al Instituto de Biologia Celular, inmediatamente
después de la cesarea, manteniendo la esterilidad. En el laboratorio se procesaron
bajo campana de flujo laminar. De la cara materna de la placenta se removieron varios
cotiledones los que se limpiaron de membranas coridnicas basales, obteniéndose
vellosidades coridnicas de la zona central de los cotiledones (Fretes y Fabro, 1990).
Estas se lavaron sucesivamente con solucion fisiologica hasta quedar libres de sangre.
Se cortaron muestras de las vellosidades con bisturi, de un tamafio de 2 a 3 mm de

largo, con un peso fresco promedio aproximado de 0,030 — 0,050 g.
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3. Linea celular BeWo

La linea celular BeWo derivada de coriocarcinoma de crecimiento en adherencia
(Pattillo y col., 1968) fue donada por la Dra. Ulrike Kemmerling Weis del Programa de
Anatomia y Biologia del Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
Esta linea celular fue adquirida en ATCC (ATCC® CCL-98™). Las células se
cultivaron en frascos T (Greiner) de 75 cm?, a pH 7,35, 37 °C y con 5% de CO.,.

4. Medios de cultivo

Para el crecimiento de las células Vero se utiliz6 medio DMEM (Sigma-Aldrich,
EE. UU.), suplementado al 5% (v/v) con suero bovino fetal (SBF) (Natocor). Para el
cultivo de las células BeWo, se emple6 medio Ham’s F12 (Sigma-Aldrich)
suplementado al 10% (v/v) con SBF. Los explantos placentarios se cultivaron en
DMEM suplementado al 10% (v/v) con SBF.

5. Sistema de cultivo
5.1 Explantos placentarios

Se efectuaron cultivos independientes de vellosidades coriénicas con 10°
tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Tulahuen/mL, empleando medio de cultivo
DMEM, pH 7,35; 10% de SBF inactivado a 56°C durante 30 min (para inactivar el
sistema del Complemento), con 5% de CO, y humedad adecuada, en placas de cultivo
(Greiner) de 24 pozos estériles en los que se colocaron 4 explantos vellositarios. Los
tiempos de cultivo fueron 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infeccién. A las 24 h de

iniciado el cultivo, se llevo a cabo un cambio de medio de cultivo celular (Esquema 1).

OhLZh[‘4h LlGhLZ4hl48h£72h
Recambio de medio sin
agregado de T. cruzi

Esquema 1. Diagrama de flujo del ensayo de cinética de infeccion de explantos placentarios
con T. cruzi. En celeste se muestra los distintos tiempos de toma de muestra. Se utilizaron 3
condiciones experimentales: infeccién con T. cruzi (TC), sin infeccidn (control negativo) y cultivo
con LPS (control positivo).
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Se realizé otro grupo de experimentos, en los cuales los explantos fueron
incubados con IFNy humano recombinante. Los explantos se trataron con IFNy (20
ng/mL) durante 6 h previas a la infeccidon y, posteriormente se expusieron al parasito

en las mismas concentraciones anteriormente utilizadas, con tiempos de cultivo de 24

y 72 h post-infeccion (Esquema 2).

Toma Control
48 h muestra TC

1

Toma muestra
Cambio de medio

72 h post-infeccion a

Esquema 2. Diagrama de flujo del tratamiento con IFNy en explantos placentarios infectados
con T. cruzi. En violeta los distintos tiempos de toma de muestra (24 y 72 h). Se utilizaron 2
condiciones experimentales, infeccién con T. cruzi (TC) y sin infeccién (control negativo).

Otro conjunto de experimentos se llevé a cabo para disminuir la actividad del
factor NF-kB, y la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, mediante el uso de SULF
0 NAC en concentraciones de 5 mM y 15 mM, respectivamente. Estas
concentraciones de SULF o NAC inhiben la actividad del NF-kB en explantos
placentarios cultivados en condiciones similares a las utilizadas por nosotros en los
experimentos control (Lappas y col., 2002; 2004). Teniendo en cuenta que SULF debe
resuspenderse en un medio no acuoso (DMSO) se realizaron ensayos similares
utilizando el mismo volumen de DMSO, como vehiculo control, que se utilizé para
alcanzar la concentracion final de SULF (50 uL). Los explantos se trataron durante 6 h
previas a la infeccion con SULF, NAC, vehiculo o sin tratamiento y, posteriormente se
expusieron al parasito en las mismas condiciones anteriormente utilizadas, con

tiempos de cultivo de 24 y 72 h post-infeccion (Esquema 3).
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Esquema 3. Diagrama de flujo del tratamiento con SULF (A) o NAC (B) en explantos
placentarios infectados con T. cruzi. En violeta los distintos tiempos de toma de muestra. Se
utilizaron 3 condiciones experimentales: infeccion con T. cruzi (TC), sin infeccién (control
negativo) y cultivo con LPS (control positivo).

En todos los ensayos, se utilizd6 como control explantos placentarios cultivados
sin la presencia del parasito y sin tratamiento, y como control positivo, explantos
cultivados con LPS (Sigma-Aldrich, 1 pg/mL).

Se evalu6 la toxicidad de SULF, NAC, DMSO e IFNy, sobre los parasitos y el
tejido placentario. Para ello, se incubaron 10° tripomastigotes de T. cruzi/mL durante 2
h en los medios con las mismas concentraciones del farmaco y vehiculo utilizados en
los ensayos. Posteriormente, se realiz6 recuento de parasitos moviles en cdmara de
Neubauer con colorantes intravitales (azul tripan) y determinacion de viabilidad por (1-
(4,5-dimethilthiazol-2-yl)-3,5-diphenilformazan (MTT) (punto 9.5). En los explantos se
utilizé la misma técnica de viabilidad por MTT.

Al término de los tiempos establecidos de cultivo, se colectaron los explantos, se
fijaron por inmersién en una solucion de formol bufferado al 10% para su posterior
estudio histolégico o se congelaron a -80°C para realizar la extraccion de ARN, ADN y
proteinas. Los medios de cultivo, se centrifugaron a 3.500 rpm por 15 min y los
sobrenadantes se reservaron a -80°C para la medicion de citoquinas, urea, nitritos y

gonadotrofina coriénica humana beta (B-hCG).

44



Infeccién por Trypanosoma cruzi en modelos in vitro de placentas humanas: | Materiales
articipacién de moléculas del sistema inmunolégico p
P P 9 y Métodos

5.2 Linea celular BeWo

La linea celular BeWo (ATCC® CCL-98™) es derivada de coriocarcinoma y
posee la capacidad de crecer en forma de células mononucleadas (BeWo), con
caracteristicas de citotrofoblasto, o formando estructuras sinciciales multinucleadas
(BeWo ST), con caracteristicas similares a sincitiotrofoblasto, en presencia de
reactivos inductores de unién intercelular como forskolina (FsK) (Al-Nasiry y col.,
2006). En estos ensayos se utilizaron los dos tipos de cultivo. Se plaguearon 50.000
células/pozo, se las dejo en adherencia durante 24 h y posteriormente se las traté con
FsK (Santa Cruz Biotechnology, 50 uM) durante 48 h para favorecer la formacién de
estructuras sincicializadas. Se realizaron cultivos independientes de células BeWo y
BeWo ST en interaccion con tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Tulahuen en una
relacion (1:1), empleando medio de cultivo Ham’s F12, suplementado al 10% (v/v) con
SBF inactivado a 56°C durante 30 min, con 5% de CO, y humedad adecuada, en
placas de cultivo (Greiner) de 24 pozos estériles. Los tiempos de cultivo fueron 0, 2, 4,
16, 24, 48 y 72 h post-infeccion. Se trabajé con un grupo experimental con cambio de
medio a las 24 h y otro sin cambio. Como control negativo, se utilizaron células
cultivadas sin la presencia del parasito y como control positivo, células cultivadas con
LPS (1 pg/mL) (Esquema 4).
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Esquema 4. Diagrama de flujo del ensayo de cinética de infeccion de células BeWo y BeWo ST
con T. cruzi. En celeste los distintos tiempos de toma de muestra. Se utilizaron 3 condiciones
experimentales: infeccién con T. cruzi (TC), sin infeccidén (control negativo) y cultivo con LPS
(control positivo). Se realizé un ensayo con cambio de medio a las 24 h (A) y otro sin cambio de
medio (B).
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En otro sistema experimental, se incubaron tripomastigotes de T. cruzi durante
10 h a 37° C con distintos medios de cultivos y se analiz6 la viabilidad del parasito por
test de movilidad. Se utilizaron medios condicionados del cultivo de células BeWo y
BeWo ST, y como control se utilizé medio de cultivo fresco DMEM suplementado con
SBF al 10%.

6. Cuantificacion parasitaria
6.1 Recuento de parasitos moviles en medio de cultivo

La viabilidad parasitaria se determindé mediante el test de motilidad y exclusién
de colorantes intravitales (Giemsa o azul tripan) y recuento en camara de Neubauer,

expresados como parasitos moviles totales y como media + EEM.
6.2 Recuento de la carga parasitaria en explantos placentarios
6.2.1 Multiplex Tagman PCR cuantitativa absoluta

6.2.1.1 Extraccion de ADN gendmico de explantos placentarios

Para la cuantificacién de la carga parasitaria en los explantos placentarios, se
extrajo su ADN tanto en los cultivados con tripomastigotes de T. cruzi y como en los
sin cultivo con tripomastigotes (explantos controles) usados como control negativo del
procedimiento. Para las extracciones se utilizé el protocolo del Kit de High Pure PCR
template Preparation (Roche Diagnostic Corp., Indianapolis, IN). Para ello, en un tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL se agreg0é: la muestra, 200 pL de buffer lisis de tejido y
40 pL de proteinasa K reconstituida; se mezclé e inmediatamente se incub6 por 1 h a
55 °C o hasta que el tejido se lisé completamente. Posteriormente, se adiciond 200 pL
de buffer astringente, se mezclé e incub6 por 10 min a 70 °C. Luego se adiciond 100
UL de isopropanol y se mezcld. Seguidamente, se ensamblé un tubo con filtro en un
tubo de coleccion al cual se agreg6 la muestra liquida y se centrifugd 1 min a 8.000
rpm. Después de la centrifugacion, se removio el tubo con filtro del tubo de coleccion,
y se ensambld el tubo con filtro en un nuevo tubo de coleccién, al cual se le adicion6
500 pL de buffer de eliminacion de inhibidores y se centrifug6é 1 min a 8.000 rpm.
Nuevamente, se removio el tubo con filtro del tubo de coleccion y se ensambl6 un
nuevo tubo de coleccion y se adicion6 500 uL de buffer de lavado, el cual se centrifugo
1 min a 8.000 rpm. Después se descartd el liquido y nuevamente se centrifugo el
ensamblado por 10 s a 13.000 rpm. Para la eluciéon del ADN, se insert6 el tubo con

filtro en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL estéril, y se adiciond 200 uL de buffer de
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elucion precalentado a 70 °C segun protocolo. El ensamblado se centrifug6 por 1 min
a 8.000 rpm. EI ADN eluido se cuantificé empleando un espectrofotdmetro NanoDrop
Thermo Scientific™ modelo 2000. Finalmente la muestra se almaceno a -80 °C hasta

su andlisis posterior.

6.2.1.2 PCR en tiempo real

La carga parasitaria se determiné a través de un ensayo de PCR en tiempo real
cuantitativa (QPCR) con sondas Tagman para ADN satélite de T. cruzi (Tabla 1), en un
volumen final de 20 pL (Piron y col., 2007). Se emplearon 5 pL de muestra de ADN y
la mezcla de reaccién comercial FastStart PCR Master Mix de Roche en una
concentracion final 1X (Roche Diagnostics GmbH Corp., Mannheim, Germany). Las
condiciones éptimas del ciclado fueron: 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos at 95 °C
por 15 s y 58 °C por 1 min. La amplificacion se realizé usando un equipo ABI 7500
(Applied Biosystems, Foster City, CA) (Schijman y col., 2011; Qvarnstrom y col., 2012;
Duffy y col., 2013).

Tabla 1. Secuencias de cebadores empleados para la determinacién de T. cruzi.

Secuencia Cebadores Secuencia (5’- 3’) Concentracion
blanco Final (UM)
T.cruzi cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 0,75
satélite

cruzi2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 0,75
cruzi3 FAM-CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB 0,05
(sonda)

La curva estdndar se construyo determinando el ciclo critico (Ct) en muestras
testigos, preparadas a partir de diluciones 1/10 de una muestra de 200 mg de
explantos a la que se le agregd 10° tripomastigotes de T. cruzi y de la cual se purifico
ADN retomandolo en un volumen total de 200 pL. Las reacciones de qPCR se
realizaron por triplicado usando 5 pL de cada dilucién equivalentes a 250.000; 25.000;
2.500; 250; 25y 2,5 parasitos en cada punto de la curva estandar. En el esquema 5 se

muestra la curva obtenida.
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Esquema 5. Curva estandar de ADN de explantos placentarios infectados con diferentes
cantidades de T. cruzi. Diluciones seriadas 1/10 comenzando de 250.000 a 2,5 parésitos con
su respectivo Ct.

Para cada condicién experimental se purificé el ADN en un volumen final de 200
puL, se cuantificG su concentracion y se emplearon 5 pyL de cada muestra en la
reaccion de qPCR. A partir del Ct obtenido, se calcul6 la cantidad de parasitos en los
explantos por interpolacién en la curva estandar. La cantidad de parésitos en toda la

muestra se calcul6 de la siguiente manera:

1 n? de parasitos calculados segun Ct x 200 (volumen total de ADN extraido)
nl =

5 (volumen empleado en la reaccion de qPCR)

Los resultados se expresaron teniendo en cuenta la masa de ADN total
recuperada, de manera de corregir la variabilidad en la masa de explantos presente en
cada condicién y asumiendo que la masa cuantificada es fundamentalmente ADN

humano del tejido placentario.

nl
ng totales de ADN

Parasito por ng de ADN total =

6.2.2 Tincion de nidos de amastigotes intraplacentarios

Las muestras de vellosidades placentarias luego de colectadas, se fijaron en
formol 10%, se deshidrataron en una serie graduada de etanol (50°, 70°, 96°, 100°)

durante 15 min en cada paso, hasta llegar a xilol. Se incluyeron en parafina y se
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realizaron cortes seriados (5 um) que se desparafinaron e hidrataron usando xilol y
una serie graduada de etanol hasta buffer fosfato salino (PBS). Se tifieron con
Hematoxilina/Eosina para tincion de ndcleos, posteriormente se visualizaron y

fotografiaron en Video Microscopio Zeiss, empleando el software Image J.
6.3 Recuento de la carga parasitaria intracelular en células BeWo
6.3.1 Tincion Giemsa

Para la visualizacion de los nidos de amastigotes se utiliz6 el colorante Giemsa
para tincion de nucleos. Las células BeWo se plaquearon sobre portaobjetos circulares
en placas de 24 pozos y se trataron como se explicé anteriormente (item 5.2).
Finalizado el experimento de infeccion, se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron 10 min
en metanol a -20°C. Posteriormente, las improntas se lavaron con agua y se tifieron
con una solucién de Giemsa preparada a partir de 1 volumen de la solucién colorante
méas 9 volimenes de solucién tampén (PBS, pH 6.8) durante 6-7 min. Luego, se
lavaron con abundante agua para eliminar exceso del colorante, se deshidrataron con
xilol y se montaron sobre un portaobjeto con liquido de montaje. Las preparaciones se

observaron y fotografiaron en el microscopio Video Microscopio Zeiss.
6.3.2 Tincién con Hoechst

Luego de realizar las infecciones, las células se fijaron durante 10 min a -20°C
en metanol. La autofluorescencia fue disminuida mediante la incubacién de las células
con NH,Cl 10 mM durante 10 min y se realiz6 la tincion con el marcador nuclear
Hoechst 33342 en una concentracion de 5 pg/mL (en PBS) durante 15 min.
Posteriormente, se observo la morfologia nuclear en un microscopio de fluorescencia
(CARL ZEISS axio scope Al). De esta manera, se identificaron y cuantificaron los
nidos de amastigotes intracelulares debido a la tincién del kinetoplasto y el nucleo
parasitario. Los resultados se expresan como amastigotes/nucleo de células BeWo o
BeWo ST y como media + EEM.

7. Procesamiento histolégico

Las muestras de vellosidades placentarias se procesaron como se explica en el
item 6.2.2. Algunos cortes se tifieron con Hematoxilina/Eosina y otros se procesaron

mediante inmunohistoquimica, que se detallan en 7.1.
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7.1 Inmunohistoquimica

En los tejidos placentarios se analizé la localizacién de la expresion proteica de
MIF, TNFa, IFNy, IL-1B, IL-6 e IL-10 mediante inmunohistoquimica. Los cortes del
material se desparafinaron con xilol y rehidrataron en una serie sucesiva de etanol
(1000, 96°, 70°, 50°) hasta llegar a PBS 1X pH 7,3. La actividad peroxidasa enddégena
se bloqued con peréxido de hidrégeno 3% en PBS por 15 min. Los sitios de union
inespecifica de las inmunoglobulinas se bloquearon pre-incubando las muestras
durante 15 min con 5% de SBF diluido en PBS, y luego se lavaron 3 veces con PBS.

Los cortes se incubaron con los anticuerpos primarios [monoclonal hecho en
ratbn anti MIF humano (ab55445, Cambridge, UK), monoclonal hecho en ratén anti
TNFa humano (BMS154, eBioscience, USA), monoclonal hecho en raton anti IFNy
humano (clone MD-1, Affymetrix, USA), monoclonal hecho en ratén anti IL-13 humana
(sc-32294, Santa Cruz biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA), monoclonal hecho
en ratén anti IL-6 humana (ab9324, Cambridge, UK) y policlonal hecho en conejo anti
IL-10 humana (ab34843, Cambridge, UK)], durante la noche a 4°C. Luego de descartar
el anticuerpo primario y secar alrededor del corte, se coloco el anticuerpo secundario
especifico para cada anticuerpo primario usado en PBS por 30 min a temperatura
ambiente. Las improntas se lavaron 3 veces con PBS y luego se secaron.

Se coloco la peroxidasa conjugada con estreptavidina por 20 min a temperatura
ambiente, y luego de lavar y secar se incubd con la solucion del sustrato de la
peroxidasa y el cromégeno, DAB (3,3’diaminobencidina) en peroxido de hidrégeno
(H,0,) 0,3% en Buffer Tris 0,05 M pH 7,6 controlando en microscopio hasta obtener
coloracién, aproximadamente 1 min. Todas las incubaciones se realizaron en camara
hameda. Luego de varios lavados con agua destilada se contrastd con hematoxilina
(BIOPUR) por 1 min, se deshidratd, clarific6 y se monté con medio de montaje
Canadax BIOPUR. Se realiz6 el control de la técnica utilizando SBF al 20% en PBS en
lugar del anticuerpo primario y el control experimental con cortes de tejidos sin cultivar
con T. cruzi. Como control positivo se utilizé un tejido donde se expresa la citoquina
analizada.

La semicuantificacion de la marca positiva obtenida se realiz6 en un Video
Microscopio Zeiss. Mediante el software FlJl/image J
(https://imagej.net/Colour_Deconvolution), se realizé el andlisis y cuantificacion de la
expresion de MIF, TNFa, IFNy, IL-1B, IL-6 e IL-10 humano en las vellosidades
placentarias, marcadas con el vector cromogénico DAB, que colorea el tejido en color

marron. Primeramente, se selecciond la imagen (compuesta por tres canales: rojo,
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verde y azul, RGB) a analizar, mediante el plugin “Colour decovulation”, el programa
separa la imagen en tres matrices de color monocromo (RGB). Luego, se seleccioné la
imagen de color marrén (correspondiente al revelado con DAB) y se le dio 8 bits de
resolucion. Posteriormente, mediante el comando “threshold” se generd una nueva
imagen en blanco y negro. El color blanco representa un valor O (ausencia de
marcacion) y el color negro, representa el valor maximo equivalente en el umbral a
255. Una vez seleccionado el rango de &rea positiva para cada uno de los anticuerpos

se obtiene el valor seleccionando el comando “measure”.

Los resultados se expresaron como:

) o 3 Area de marcacién positiva pm2
% (area de marcacién/area total tejido) = Zrea total de teiid 2 X100
rea total de tejido um

8. Cuantificacion de la sincicializacién por inmunofluorescencia en células BeWo

Se realizaron inmunofluorescencias para visualizar estructuras similares a STB
en células BeWo. Se colocaron portaobjetos circulares estériles en placas de cultivo,
previo a la siembra de las lineas celulares BeWo. Luego de transcurrido el tiempo
necesario acorde al experimento realizado, los portaobjetos se colectaron, se lavaron
3 veces con PBS vy se fijaron 10 min en metanol a -20°C. Inmediatamente, las células
fijadas se permeabilizaron con PBS-tritbn 0,01% durante 10 min a temperatura
ambiente y se hicieron 3 lavados en PBS de 5 min. Para evitar uniones inespecificas
de los anticuerpos primarios, se bloqueé con PBS 1X-albumina 5% durante 1 h a
temperatura ambiente. Los portaobjetos se incubaron en camara himeda con el
anticuerpo primario hecho en ratén anti-desmoplaquina una dilucion final 1/100
(Sigma) a temperatura ambiente durante 1-2 h. Las células se lavaron 5 veces en
PBS-tween (PBS-T) por 5 min y se repitio el protocolo de bloqueo. El anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén (rojo, Alexa Fluor 647) se diluyé 1/100 final en PBS 1X-
albdmina 1% y se incubd 1 h a 37°C en atmésfera hUmeda. Los ndcleos se tifieron con
Hoechst (5 pg/mL) durante 15 min. Por Gltimo, los vidrios se lavaron 5 veces con PBS-
tritdn y se colocaron invertidos sobre una gota de liquido de montaje acuoso con
protector de fluoréforos (FluorSafe, Calbiochem). Las preparaciones se observaron en
el microscopio de fluorescencia CARL ZEISS axioscope Al y se tomaron fotos con dos

filtros para cuantificar infeccidén y se calcul6 % de sincicializacion:
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o n® nucleos en sincicializacion
% sincicializacion = — X 100
n2 nucleos totales

A su vez, se determind el indice de fusién como,

. . (n® de nucleos en sincicializacién — n? de sincitios totales)
Indice de fusion = S - x 100
n? de nucleos totales

9. Determinaciones analiticas
9.1. Determinacion de NO

En los sobrenadantes de los cultivos de explantos placentarios y células BeWo
se midié la produccién de NO utilizando reactivo de Griess para medir nitritos y
posteriormente se procedio a la lectura del producto de reaccion a 540 nm en lector de
ELISA (Green y col., 1982). El sistema reactivo de Griess est4 basado en la reaccion
de diazotacion de la sulfanilamida con el dihidrocloruro de naftiletilenediamida (NED)
en presencia de los nitritos y en medio de acido fosférico (H;sPO,). Una curva patrén de
nitritos se realizé con soluciones de NaNO, en las siguientes concentraciones: 100; 50;
25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56 pM. Para el blanco de reaccion se utilizé6 50 uL de H,O
bidestilada mas 50 pL de reactivo de Griess.

Cincuenta pL de muestra (tanto para el estandar como para la muestra
problema) mas 50 pL de reactivo de Griess (solucién A + solucién B, preparado en el
momento de ser usado) se incubaron en oscuridad durante 10 min y el producto de la
reaccion se ley6 en lector de placa de Elisa Glomax, a 540 nm. Las concentraciones
de las muestras problemas se obtuvieron aplicando la férmula obtenida de la linea de
regresion que se realizd6 con los valores de la curva patron. Los resultados se

expresaron en uM y como media + EEM.
9.2 Determinacion de gonadotrofina coridonica humana beta (B-hCG)

Para determinar la capacidad de sincicializacién de las células BeWo incubadas
con forskolina, se cuantificaron los niveles de B-hCG en los medios sobrenadantes de
cultivo, empleando un inmunoensayo automatizado estandar especifico para la
hormona humana. Este consistid en un ensayo inmunométrico quimioluminiscente de
fase solida, con un limite de deteccion 1,1 mUI/mL (Immulite Siemens, Munich,
Alemania). La misma se realiz6 en la Fundacion Para el Progreso de la Medicina-

Cédrdoba. Los resultados se expresaron como mUl/mL.célula y como media + EEM.
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9.3 Cuantificacion de urea

En los sobrenadantes de los cultivos de explantos placentarios tratados con IFNy
humano recombinante previo a la infecciébn con T. cruzi, se midid la produccién de
urea utilizando un kit comercial (Uremia, Wiener, Argentina). El sistema reactivo esta
basado en una reaccion enzimatica de descomposicion especifica de la urea,
mediante el agregado de ureasa, produciendo di6xido de carbono y amoniaco; éste
reacciona con fenol e hipoclorito, en medio alcalino, produciendo azul de indofenol que
se determina colorimétricamente. La cuantificacion se realiz6 con una solucion de urea
patrén de concentracidon conocida. Para el blanco de reaccién se utiliz6 20 pL H,O
bidestilada mas el reactivo del kit.

Veinte pL de muestra (tanto para el estdndar como para la muestra problema)
méas 1 gota de ureasa (provista por el kit) se incubaron durante 5 min a 37°C,
posteriormente, se agregé 1 mL de reactivo A y 1 mL de reactivo B y se incubd
durante 5 min a 37°C. La reaccion se fren6 con 10 mL de agua bidestilada y se ley6 en
lector de placa de Elisa Glomax, a 540 nm. La absorbancia del blanco se rest6 al
estandar y a las muestras. Las concentraciones de las muestras problemas se
obtuvieron aplicando el factor obtenido de la absorbancia de la solucion patrén y su
concentracion conocida. Los resultados se expresaron como g/L relativo al control y

como media + EEM.
9.4 Produccion de las especies reactivas del oxigeno (ROS)

El analisis de las ROS en las células trofoblasticas BeWo se llevé a cabo por la
reaccion de la DCFHDA (6-carboxy-2’-7’- diclorofluoresceina diacetato) (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO. USA). La DCFHDA es un derivado no fluorescente de la
diclorofluoresceina que luego de ser incorporado en la célula se hidroliza a
diclorofluorescina (DCFH), y en presencia de las ROS se oxida a diclorofluoresceina
(DCF), altamente fluorescente. La intensidad de fluorescencia aumenta
proporcionalmente al nivel de oxidantes celulares presentes. Para determinar la
produccién de ROS en nuestras muestras, 5 x 10* células BeWo se sembraron en
placas de 24 pozos y se dejaron adherir por 24 h. Posteriormente se trataron con
forskolina durante 48 h para inducir sincicializacién. A continuacion, se infectaron con
tripomastigotes en una relacion 1:1 durante 4 y 24 h. Posteriormente a la finalizacion
de la infeccion, las muestras se trataron con DCFHDA (concentracion final 1 pM) por
30 min. Una vez terminada la reaccion, las células se lavaron con PBS, se ley6 la

fluorescencia en lector Elisa Glomax (Ex: 488 nm- Em: 525 nm). Como control positivo
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se trataron las células con H,0O,. Los resultados se expresaron como intensidad

fluorescencia/célula relativa al control y como media + EEM.
9.5 Determinacién de la viabilidad por MTT

La viabilidad de los explantos placentarios y parasitos, se midi6 mediante el
ensayo de MTT (MTT, Sigma Aldrich M5655). Los explantos y parésitos se trataron
con 100 pL de MTT a una concentracion de 0,5 mg/mL, e incubaron durante dos horas
a 37 °C. Durante este tiempo el MTT de color amarillo penetra en las células donde el
anillo del tetrazolio es clivado por las deshidrogenasas de las mitocondrias
produciendo formazan, un compuesto de color purpura el cual es insoluble en agua
(Berridge y col., 1996). Al cabo de las 2 h de incubacién, los explantos se colocaron en
un tubo de 1,5 mL, donde se agreg6 150 pL de etanol para la extraccion de los
cristales de formazan. Posteriormente se tomd 100 uL del volumen del sobrenadante
para pasarlo a una placa de 96 pozos. La reaccién se leyd a una absorbancia de 590
nm. Los resultados se calcularon como la relaciéon entre unidades arbitrarias/mg de

tejido o unidades arbitrarias/parasitos totales y se expresaron como media + EEM.
10. Analisis proteico
10.1 Cuantificacion de la produccion de TNFa, MIF, IL-13, IFNy, IL-4, IL-6 e IL-10

Los niveles de TNFa, MIF, IL-1B, IFNy, IL-4, IL-6 e IL-10 humano presentes en
sobrenadantes de los cultivos de explantos placentarios y de células BeWo, fueron
determinados por ensayos de ELISA usando kits disponibles comercialmente BD
OptEIA™ (BD Biosciences, Singapore) siguiendo el protocolo descripto por el
fabricante. Brevemente, el anticuerpo especifico para cada citoquina se absorbié en
los pocillos de una placa (Costar Corp. Cambridge, MA). Las placas se lavaron con
0,05 % de PBS-tween y bloqueado con 1% de SBF en PBS-albumina. Luego de la
adicién de 100 pL de la muestra, las placas se incubaron toda la noche a 4°C. Luego
se lavaron e incubaron con el anticuerpo secundario de deteccion biotinilado y avidina-
HRP conjugada. La absorcion a 450 nm se determind con correccion a 570 nm y el
valor obtenido se interpolé en la curva del estdndar. Las muestras se midieron por
duplicado. El limite de sensibilidad del ensayo fue de 4 pg/mL. A partir de las
concentraciones obtenidas de TNFa e IL-10 se calculé la relacion citoquinas pro-
inflamatorias/anti-inflamatorias para establecer que perfil inmunolégico prevalece. La

cuantificacion de MIF en sobrenadantes de los cultivos de explantos placentarios se
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realiz6 en el laboratorio del Dr. Ricardo Corral (Instituto multidisciplinario de

investigaciones en patologias pediatricas-Buenos Aires).
10.2 Zimografia
10.2.1 Obtencién de homogenato de tejidos provenientes de explantos placentarios

Los explantos placentarios conservados en freezer a -80°C, se homogeneizaron
en 200 pL de buffer de lisis [50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl; 1% Nonidet P-40 (v/v); 25
mM NaF; 0,5% (p/v) sodio desoxicolato; 10% SDS (p/v), 1 mM EDTA; 1 mM fluoruro
de fenilmetilsulfonilo; 1 mM ortovanadato, 10 mM sodio pirofosfato, suplementado con
una mezcla de inhibidor de proteasas y fosfatasas (Roche, Mannheim, Germany)] con
ruptura mecéanica del tejido. Se determiné la cantidad de proteinas contenidas en el
lisado celular, mediante el método de Lowry (Lowry y col., 1951).

10.2.2 Gel de corrida

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se desarroll6 siguiendo
esencialmente el método descripto por Laemmli (1970) (Laemmli, 1970), se utilizaron
para el armado de los geles el sistema de electroforesis modular vertical Mini-Protean
3 (Bio-Rad, EUA.). Todos los geles se realizaron en condiciones desnaturalizantes,
agregando el detergente ibnico SDS pero sin condiciones reductoras. Para ello, se
utilizé un gel de apilamiento con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida del
10% (p/v) pero en lugar del agua se diluy6é con gelatina en una concentracion final en
el gel de 0,8 mg/mL. La gelatina es el sustrato especifico de las metaloproteinasas 2 y
9. Se utilizé un gel de separacidon con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida
del 15% (p/v). Las muestras se prepararon con una solucién de Tris HCI 0,125 M pH
6,8; SDS 4% (p/v), glicerol 20% (v/v), azul de bromofenol 0,05% (p/v), pH 6,8 (solucién
de siembra) en proporcion 3:1. Las muestras se sembraron directamente sobre el gel
de apilamiento. La corrida electroforética se llevd a cabo empleando solucién de
corrida [Tris 25 mM, glicina 0,2 M; SDS 0,1% (v/v)], a un voltaje constante de 200 V,
sumergiendo el médulo en bafio de hielo. La corrida finalizé cuando el frente de corrida

alcanzé 0,5 cm del borde inferior del gel de separacion.
10.2.3 Activacion enzimatica

Posterior a la corrida, los geles se desmontaron y se hicieron 3 lavados, de 15
min cada uno, con una solucién renaturalizante de tritdbn 2,5% (v/v) en agua, que

remueve el SDS que renaturaliza las proteinas que corrieron en el gel. Se realizd un
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lavado con agua por 15 min. Luego, el gel se coloc6 en un tampdn de incubacion (Tris
base 50 mM, CaCl 10 mM, pH: 7,4) a 37 °C toda la noche en el bafio humedo
permitiendo que actie la actividad gelatinasa de las metaloproteinasas.
Posteriormente, el gel se fijo con tampdn de fijado [metanol 50% (v/v), &cido acético
4,6% (v/v)] por 10 min en agitacién. Posteriormente, se colore6 el gel con Coumasie
Blue durante 15 min. El gel se colore6 de azul y la banda transparente indicé la zona
donde la gelatina se digiri6 por las metaloproteinasas, en nuestro caso MMP-9. A
continuacion, se decolor6 el gel con una solucién de metanol 5% (v/v), acido acético
7,5% (v/v). Se adquirié la imagen del gel utilizando un escaner y se cuantificd las
bandas utilizando el programa Image J. Los resultados se calcularon como la relacién

entre actividad enzimatica/ug de proteina y se expresaron como media + EEM.
11. Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como la media + error estdndar de la media
(EEM) con datos de 4 experimentos independientes. Teniendo en cuenta la
variabilidad que tiene el tejido placentario todos los resultados se normalizaron con el
control sin infectar y sin tratar en la misma condicién. Para determinar el efecto de
cada grupo con respecto al otro, se hicieron comparaciones utilizando ANOVA de una
y dos vias con post-test de Tukey’s o0 Bonferroni. Para la comparacion de dos variables
se utiliz6 una prueba “t” de Student o prueba U de Mann-Whitney para muestras no
paramétricas. Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando el programa Graph
Pad Prism 7.0. Se consider6 diferencia significativa para p<0,05. En las gréficas se

indican las diferencias significativas entre cada condicion.
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Moléculas efectoras de la respuesta inmune durante el proceso de invasion del

T. cruzi en el tejido placentario y la linea celular BeWo derivada de trofoblasto.

Se ha descripto en diferentes tejidos y tipos celulares que la infeccion con T.
cruzi genera una respuesta mediada por moléculas como NO, ROS, MIF, MMP-9 e IL-
6, las cuales poseen una actividad deletérea sobre el parasito o estan asociadas a ella
(Castillo y col., 2012; Teixeira de Pinho y col., 2014; Cutrullis y col., 2017). En este
primer objetivo se analizé la participacion de las moléculas efectoras de la respuesta
inmune, arriba mencionadas, frente a la invasion de T. cruzi en explantos placentarios,
como modelo de barrera placentaria completa, y en la linea celular BeWo derivada de
trofoblasto humano.

Analisis de la invasion del T. cruzi en el tejido placentario

A los fines de evaluar la expresiéon de moléculas involucradas en la respuesta
inmune producidas por los explantos placentarios frente a la infeccién por T. cruzi,
inicialmente se verificd la presencia del parasito en el tejido durante el proceso de
invasion. Para ello se analiz6 la carga parasitaria en los explantos placentarios
infectados a 4 y 24 h post-infecciébn, mediante qPCR con sondas Tagman para
detectar ADN de T. cruzi. El tejido placentario se observé presencia del parasito, sin
detectar diferencias significativas a los diferentes tiempos analizados (Fig. 13 A).
Cuando se cuantificaron los parasitos moviles en el sobrenadante de cultivo en los
ensayos de explantos placentarios infectados a 4 y 24 h post-infeccion, mediante
recuento en camara de Neubauer, se pudo observar una disminucién significativa de
parasitos moviles en el sobrenadante de cultivo de 24 h post-infeccién con respecto al
de 4 h de cultivo (p<0,05) (Fig. 13 B). Esta disminucién, en el nUmero de parasitos
moéviles, no se reflejé en un aumento de la carga parasitaria en el tejido mostrado en la
figura 13-A.
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Figura 13. Invasion parasitaria A) Carga parasitaria en tejido placentario a 4 y 24 h post-
infeccién con T. cruzi (TC), determinada mediante qPCR. Los resultados se muestran como
parasito por ng de ADN total. B) Parasitos moviles totales en sobrenadante de cultivoa 4y 24 h
post-infeccién determinado mediante recuento en camara de Neubauer. *p<0,05 (prueba U de
Mann-Whitney). Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4 experimentos
independientes.

Cuantificacion de MIF, MMP-9 e IL-6 en el tejido placentario durante la infeccién

por T. cruzi

Factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF). MIF es un regulador de la

inmunidad innata y adaptativa que promueve las funciones pro-inflamatorias de las
células inmunes (Calandra y Roger, 2003). En infecciones de macréfagos por T. cruzi
asi como en modelos animales de infeccion, MIF ha sido considerado una molécula
esencial para controlar la infeccién mediante la regulacion de la secrecién de NO, ROS
y TNFa (Reyes y col.,, 2006; Cutrullis y col., 2017). Con el fin de establecer si la
infeccion del tejido placentario por T. cruzi induce cambios en la expresion de MIF, se
determind la secrecion de MIF en el sobrenadante de cultivo de explantos placentarios
infectados o no, con T. cruzi y cultivados durante 4 y 24 h, mediante ELISA. Los
resultaron mostraron una mayor cantidad de MIF en el sobrenadante de cultivo de
explantos infectados durante 24 h respecto a los explantos no infectados (p<0,05) (Fig.
14 A); con un aumento en la secrecion de MIF de 4 veces a 24 h respecto a una etapa
temprana de invasion (4 h). Ademas, se analizo la expresion proteica de MIF en el
tejido de explantos placentarios cultivados durante 4 y 24 h post-infeccién con T. cruzi,
mediante IHQ. Se detectdé expresion de MIF (marca marrén), principalmente en el
citoplasma del STB y en menor medida en el citoplasma de las células estromales
(Fig. 14 B). La semicuantificacion de la expresion de MIF en el tejido indica un
aumento significativo a 24 h post-infeccion respecto a los explantos no infectados y a
los infectados durante 4 h (p<0,05) (Fig. 14 C).
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Figura 14. Expresion proteica de MIF en explantos de vellosidades coriénicas. A) Cuantificacion
de MIF en sobrenadante de cultivo de explantos placentarios a 4 y 24 h post-infeccién con T.
cruzi (TC) respecto al control sin infeccion (C) determinado mediante ELISA. La grafica
representa la concentracién de MIF en pg/ml.mg tejido en relacién al control sin infeccién. B)
Localizacion de MIF en tejidos placentarios cultivados durante 4 y 24 h post-infecciéon con T.
cruzi (TC) respecto al control sin infeccion (CONTROL) analizado mediante IHQ. Imagenes
representativas de IHQ para MIF (color marrén), la tincion fue contrastada con hematoxilina
(nucleos azules). Magnificacion 400 X. C) Semicuantificaciéon de MIF en tejidos placentarios
cultivados durante 4 y 24 h post-infeccion con T. cruzi (TC) respecto al control sin infeccion (C).
La gréfica representa el valor de la semicuantificacion de la expresion de MIF, representada
como el % de expresion de MIF en relacion al tejido placentario total. *p<0,05 (ANOVA de una
via, post-test de comparaciéon multiple Tukey’s).Las gréficas representan el valor de la media +
EEM de 4 experimentos independientes.

Metaloproteinasa 9 (MMP-9). Es una gelatinasa presente en el tejido placentario

con capacidad de degradar la matriz extracelular y es responsable del dafio tisular
observado durante la invasion de diferentes parasitos (Castillo y col., 2012). Se ha
descripto, que en macréfagos y células mononucleares la activacion de MMP-9 esta
regulada por MIF (Yu y col.,, 2007; White y col.,, 2013). A su vez, se encuentra
aumentada durante la infeccion por T. cruzi en macréfagos (Teixeira de Pinho y col.,
2014). Con el propésito de examinar si MMP-9 esta involucrada en la respuesta
placentaria frente a la infeccién por T. cruzi, se analiz6 la actividad de MMP-9 medida
mediante zimografia, en homogenato de explantos placentarios infectados o no con T.
cruzi durante 4 y 24 h. Los resultados muestran que la presencia de T. cruzi aumento
levemente, aunque significativamente, la actividad catalitica de MMP-9 en los
homogenatos de explantos placentarios infectados respecto a los controles no
infectados (p<0,05). Se observé un aumento a las 4 h post-infeccion que se mantuvo
hasta las 24 h (Fig. 15).
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Figura 15. Actividad de MMP-9 en homogenato de explantos placentarios medida mediante
zimografia a 4 y 24 h post-infeccién con T. cruzi (TC) respecto al control sin infeccién (C). Los
resultados se muestran como la actividad enzimatica de MMP-9 en relacion a la masa de
proteinas totales. *p<0,05 (ANOVA de una via, post-test de comparaciéon multiple Tukey’s). La
grafica representa el valor de la media £+ EEM de 4 experimentos independientes.

Interleuquina-6 (IL-6). IL-6 es una citoquina pro-inflamatoria, asociada a la

regulacion de la respuesta inmune pro-inflamatoria en macroéfagos infectados con T.
cruzi junto con MMP-9 (Teixeira de Pinho y col., 2014). Se describié que MIF participa
en la regulacion de IL-6 en células mononucleares (White y col., 2013). A los fines de
evaluar si durante el proceso de invasion del tejido placentario por T. cruzi se
producen cambios en la expresion de IL-6, se determind la cantidad de IL-6 en los
sobrenadantes de cultivos de explantos placentarios infectados o no con T. cruzia 4y
24 h post-infeccion, asi como en el tejido placentario, mediante ELISA e IHQ,
respectivamente. Los resultados muestran que no hubo diferencias significativas en la
expresion de IL-6 en las muestras provenientes de los tejidos infectados respecto a los
no infectados, tanto en sobrenadante de cultivo (Fig. 16 A) como en tejido placentario
(Fig. 16 C). La sefal para IL-6 se detect6 principalmente en las células estromales y
en el STB, con ubicacidon citoplasmatica (Fig. 16 B). La semicuantificacion de la
marcacion en el tejido, como también la cuantificacion en sobrenadante de cultivo,

indican que T. cruzi no modifica la expresion ni la secrecidén de esta citoquina.
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Figura 16. Expresion proteica de IL-6 en explantos de vellosidades corionicas. A) Cuantificacion
de IL-6 en sobrenadante de cultivo de explantos placentarios a 4 y 24 h post-infeccion con T.
cruzi (TC) respecto al control sin infeccion (C) determinada mediante ELISA. La gréafica
representa la concentracién de IL-6 en pg/ml.mg tejido en relacién al control sin infeccion. B)
Localizacién de IL-6 en tejidos placentarios cultivados durante 4 y 24 h post-infecciéon con T.
cruzi (TC) respecto al control sin infeccibn (CONTROL) analizada mediante IHQ. Imagenes
representativas de IHQ para IL-6 (color marrén), la tincién fue contrastada con hematoxilina
(nucleos azules). Magnificacion 400 X. C) Semicuantificacion de IL-6 en tejidos placentarios
cultivados durante 4 y 24 h post-infeccion con T. cruzi (TC) respecto al control sin infeccion (C).
La gréfica representa el valor de la semicuantificacion de la expresion de IL-6, representada
como el % de expresion de IL-6 en relacion al tejido placentario total. Las gréficas representan
el valor de la media + EEM de 4 experimentos independientes.

Sincicializacion de la linea celular BeWo

La linea celular BeWo se ha utilizado como modelo de estudio de invasién para
diferentes patdgenos (Pong y col., 2009; Castro y col., 2013; Barbosa y col., 2015). La
linea celular BeWo posee la capacidad de formar estructuras multinucleadas similares
a STB (BeWo ST) al cultivarlas en presencia de forskolina (FsK). A los fines de
analizar el efecto de la infeccion con T. cruzi en un modelo similar a STB, la linea
celular BeWo se traté o no con FsK. La figura 17 muestra la marcacion de células
BeWo no tratadas (Fig. 17 A) y de células tratadas con FsK (Fig. 17 B) con anti-
desmoplaquina (proteina involucrada en las uniones intercelulares) y tinciéon nuclear
con Hoechst.

La cuantificacion de los nucleos que forman estructuras similares a STB indica
gue las células BeWo ST alcanzaron un porcentaje de sincicializacion de 57,6 + 2,2%,
porcentaje similar al reportado por otros grupos (Racca y col., 2015). El indice de
fusion fue de 45,9 + 2,1% con un promedio de nlcleos por STB de 3,5 + 0,2%, siendo
estos resultados similares a los observados por el grupo de Nadeem y col. (Nadeem y
col., 2014).
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Hoechst Desmoplaquina Superposicion

Figura 17. Inmunofluorescencia para marcacién de desmoplaquina (rojo) y tincién nuclear con
Hoechst (azul). Superposicion de imégenes para la localizacion de los ndcleos en las
estructuras celulares (superposicién). A) BeWo sin tratamiento con forskolina B) BeWo con
tratamiento con forskolina (BeWo ST). Magnificacion 400X.

Producciéon de gonadotropina coriénica humana beta (B-hCG). B-hCG es una

hormona que se utiliza como marcadora de diferenciacion trofoblastica, como
indicador de transicion del fenotipo CTB al STB y se ha reportado aumento de su
secrecion en células BeWo tratadas con FsK (Lim y col., 2014; Azar y col., 2018). Se
describié un aumento en la secrecion de B-hCG en células BeWo a 48 h post-infeccion
con la cepa Y de T. cruzi en una relacion célula/parasito 1:0,1 pero no en relacion 1:1
(Liempi y col., 2014). Con el fin de verificar la capacidad de sincicializacion de las
células BeWo tratadas con FsK y evaluar si la infeccion por T. cruzi produce cambios
en la secrecion de B-hCG, se determind la produccién de B-hCG, mediante ELISA, en
sobrenadante de cultivos de células BeWo tratadas con FsK (BeWo ST) y sin tratar

(BeWo), y posteriormente infectadas con T. cruzi durante 24 h. Los resultados
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muestran un aumento significativo de la secrecion de B-hCG en células BeWo ST
respecto a BeWo (p<0,05), confirmando que FsK ademés de inducir una diferenciacion
morfolégica de las células BeWo (Fig. 17 B), origina una diferenciacion bioguimica
celular (Fig. 18). Sin embargo, no se encontraron diferencias en la secrecién de B-hCG

entre las células infectadas con T. cruzi de la cepa Tulahuen y no infectadas.
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Figura 18. Produccion de 8-hCG en células BeWo (FsK -) y BeWo ST (FsK +) a 24 h post-
infeccién con T. cruzi (TC) y control sin infeccion (C). La grafica muestra la concentracion de 8-
hCG en Ul/ml.célula. *p<0,05 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). La grafica
representa el valor de la media £ EEM de 4 experimentos independientes.

Andlisis de la invasién parasitaria en la linea celular BeWo

Dado que la infeccién parasitaria no modifico los niveles de B-hCG en las células
BeWo tratadas o no con FsK se evalu6 la carga parasitaria en células BeWo ST y
BeWo infectadas con T. cruzi durante 4 y 24 h. Para tal fin, se cuantificaron los
parasitos intracelulares como nidos de amastigotes mediante tincion de los nucleos
con Hoechst. Se observé una disminucion no significativa en la invasion de T. cruzi en
células BeWo ST a 24 h post-infeccion respecto a las células BeWo no sincicializadas,
no visualizandose amastigotes a tiempos tempranos de infeccion (4 h) en BeWo
tratadas o no con forskolina (Fig. 19 A).

El recuento de los parasitos moéviles en sobrenadante de cultivo, mostré6 una
caida significativa del 50% de parasitos moviles a 24 h de cultivo tanto en células
tratadas o no con forskolina (Fig. 19 B), sugiriendo ingreso de los tripomastigotes a las
células o un efecto deletéreo, sobre los parasitos, de los metabolitos presentes en el

sobrenadante de cultivo.
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Figura 19. Cuantificacion de la infeccion parasitaria en células BeWo (FsK -) y BeWo ST (FsK
+) a 4 y 24 h post-infeccién con T. cruzi (TC). A) Invasion parasitaria mediante recuento de
nidos de amastigotes previa tinciéon de ndcleos con Hoechst. Los resultados se muestran como
amastigote por nicleo. B) Cuantificacion de parasitos méviles en el sobrenadante de cultivo.
Los resultados se muestran como parasitos maviles totales. *p<0,05 (ANOVA de dos vias,
post-test de Bonferroni). Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4
experimentos independientes.

Determinacion de NO, ROS e IL-6 en la linea celular BeWo infectadas con T.

cruzi

Produccién de éxido nitrico (NO). Se ha reportado que el NO posee un efecto

deletéreo sobre el parésito (Cutrullis y col., 2017; Triquell y col., 2018). A su vez, se ha
descripto la capacidad de las células BeWo de producir NO frente a la infeccion por T.
gondii (Oliveira y col., 2006). Con el propésito de evaluar si la infeccion por T. cruzi en
la linea celular BeWo produce alteraciones en la secrecion de NO, se determind la
produccion de NO, medido como nitritos mediante Griess en sobrenadante de células
BeWo tratadas con FsK (BeWo ST) y sin tratar (BeWo), y posteriormente infectadas
con T. cruzi durante 4 y 24 h. Los resultados muestran que la secrecién de NO por
parte de las células BeWo ST fue significativamente mayor (p<0,05) con respecto a las
células BeWo en los dos tiempos analizados, sin embargo, la presencia de T. cruzi no
generd un cambio en la secrecién de NO, tanto en células BeWo como en BeWo ST
(Fig. 20).

67



Infeccién por Trypanosoma cruzi en modelos in vitro de placentas humanas: | Resultados
participacion de moléculas del sistema inmunolégico

A B
40~ * 40+ *
* *
= 301 __ 30-
= =
S 7
8 204 3 201
z 104 Z 104
0- 0-
FsK - - + + FsK - - + +
c TC C TC c TC C TC

Figura 20. Produccion de nitritos en células BeWo (FsK -) y BeWo ST (FsK +) a A) 4 post-
infeccion y B) 24 h post-infeccién con T. cruzi (TC) y control sin infeccién (C). La gréfica
muestra la concentracion en uM de nitritos, medida mediante Griess. *p<0,05 (ANOVA de dos
vias, post-test de Bonferroni). La grafica representa el valor de la media + EEM de 4
experimentos independientes.

Especies reactivas del oxigeno (ROS). Las células BeWo poseen la capacidad
de producir ROS frente a diferentes situaciones de estrés como las que se originan en
diversas patologias placentarias (He y col., 2016). En la infeccion por T. cruzi, ROS
posee un efecto microbicida sobre el parasito acompafiado por produccion de NO
(Cutrullis y col., 2017). Dado que se observo un aumento en las produccion de NO en
células BeWo ST, se analizé si la infeccién de la linea celular BeWo por T. cruzi
produce cambios en la produccion de ROS. Para ello se determind su secrecion en
cultivos de células BeWo tratadas con forskolina (BeWo ST) y sin tratar (BeWo), y
posteriormente infectadas con T. cruzi durante 4 y 24 h, mediante uso de la sonda
fluorescente DCFHDA. Los resultados muestran un aumento significativo de ROS
(p<0,01) en cultivos de células BeWo ST infectadas en relacion al control sin infecciéon
tanto a 4 h como a 24 h (Fig. 21). No se detectaron cambios en ROS en células BeWo

no tratadas con FsK en ninguna condicién analizada.
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Figura 21. Produccion de ROS en células BeWo (FsK -) y BeWo ST (FsK +) a A) 4 post-
infeccion y B) 24 h post-infeccién con T. cruzi (TC) y control sin infeccién (C). La gréfica
muestra la intensidad de fluorescencia/nicleo celular en relacién al control sin infeccion.
**p<0,01 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). La grafica representa el valor de la
media + EEM de 4 experimentos independientes.

Interleuguina-6 (IL-6). Como se menciond, esta citoquina regula procesos de

infeccion por T. cruzi en macréfagos (Teixeira de Pinho y col., 2014). En los ensayos
realizados en explantos placentarios infectados con el paréasito se detect6 que IL-6 se
expresa principalmente en sincitiotrofoblasto (Fig. 16 B), pero la infeccion por T. cruzi
no produjo una diferencia significativa en su produccién (Fig. 16 A), por ello se focalizé
el andlisis de su expresion en el modelo de trofoblasto. Para ello, se analizé la
produccién de IL-6 en sobrenadante de cultivos de células BeWo tratadas con
forskolina (BeWo ST) y sin tratar (BeWo), y posteriormente infectadas con T. cruzi
durante 4 y 24 h, mediante ELISA. Los resultados muestran que no hubo diferencias
significativas en la produccion de IL-6 en cultivos de células BeWo y BeWo ST con y

sin T. cruzi a los tiempos ensayados (Fig. 22).
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Figura 22. Produccion de IL-6 en células BeWo (FsK -) y BeWo ST (FsK +) a 4 y 24 h post-
infeccion con T. cruzi (TC) y control sin infeccion (C). La gréfica muestra la concentracion de IL-
6 en pg/ml.nucleo celular en relacion al control sin infeccion. La gréfica representa el valor de la
media £ EEM de 4 experimentos independientes.

Sobrevida del parasito en medios condicionados provenientes de cultivos de

células BeWo

Dado que se conoce que tanto NO como ROS ejercen un efecto deletéreo sobre
el T. cruzi (Cutrullis y col., 2017; Triquell y col., 2018) y considerando el aumento de
estas moléculas observado en células BeWo tratadas con forskolina respecto a las no
tratadas, resultd de interés analizar la sobrevida del T. cruzi en estas condiciones
experimentales. Para ello, se incubaron formas infectivas de T. cruzi en medios
condicionados provenientes de cultivos de células BeWo tratadas con FsK (BeWo ST)
y sin tratar (BeWo) y en medio fresco durante 10 h; los parasitos se cuantificaron en
camara de Neubauer. Los resultados muestran una disminucion del 80% (p<0,001) de
los parasitos moviles en los sobrenadantes condicionados provenientes de cultivos de
células BeWo ST en relacion al medio fresco y del 70% (p<0,001) en relacion a los
sobrenadantes de BeWo (Fig. 23). Los medios condicionados provenientes de células
BeWo no tratadas con FsK no ejercieron ningun efecto deletéreo sobre los

tripomastigotes.
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Figura 23. Sobrevida de parasitos en medios condicionados provenientes de cultivos de células
BeWo tratadas con FsK (BeWo ST) y sin tratar (BeWo) y en medio fresco incubados durante 10
h. Los resultados se muestran como porcentaje de parasitos moviles tomando como 100% la
sobrevida en medio de cultivo fresco. ***p<0,001 (ANOVA de una via, post-test de
comparaciéon mdltiple Tukey’s). La grafica representa el valor de la media + EEM de 4
experimentos independientes.

Determinacién de citoquinas y 6xido nitrico durante los procesos de invasiéon y
multiplicacion del T. cruzi en el tejido placentario y la linea celular BeWo

derivada de trofoblasto.

Se ha descripto que en la infeccion de explantos placentarios por T. cruzi
durante 2 h, hay un aumento de la expresion de TNFa, IL-183, IL-6, IL-8 e IL-10
(Castillo y col., 2018). Con el fin de analizar el nivel de produccién y localizacion de
estas citoquinas asi como del NO durante el proceso de invasion y replicacion
parasitaria, tanto en la barrera placentaria completa (explanto placentario) como en la
linea celular BeWo, se utilizé un disefio experimental de cinética de infeccion durante
72 h, con toma de muestra a0, 2, 4, 16, 24,48y 72 h.

Produccion de citoquinas en el tejido placentario durante la infeccion por T. cruzi

Citoquinas pro-inflamatorias. TNFa, IL-18 e IFNy son citoquinas expresadas por

la placenta humana principalmente durante los procesos de implantacion y el trabajo
de parto (Mor y col., 2017). Durante infecciones por T. gondi también se las detect6
aumentadas (Castillo y col., 2017). Con el objeto de determinar si la invasion y/o
multiplicacion de T. cruzi origina variaciones en la produccién de citoquinas por parte

del tejido placentario, se analizé la secrecion de TNFa, IL-1B e IFNy en explantos
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placentarios durante el proceso infectivo. Para ello, los explantos se incubaron con
tripomastigotes o con LPS (control positivo), durante 0O, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h, con
cambio de medio a las 24 h (ver materiales y métodos). Las citoquinas se midieron en
el sobrenadante de los medios de cultivo mediante ELISA. Los resultados muestran
gue durante la invasion del parésito TNFa, IL-1B e IFNy no cambiaron su secrecion al
medio de cultivo en relacién al control sin infeccion. Sin embargo, después de las 24 h
post-infeccion, TNFa e IL-18 incrementaron su secrecion al medio de cultivo,
observandose un aumento significativo de 2-3 veces en relacion al control (sin T. cruzi)
alas 48 y 72 h de interaccion con el parasito. El agregado de LPS, como se esperaba,
también aumenté significativamente la expresién de TNFa e IL-1[, siendo el aumento
de su liberacién al medio a partir de las primeras horas de tratamiento (Fig. 24 Ay B).
La liberacion de IFNy en el sobrenadante de cultivo infectado con T. cruzi fue menor
en relacioén a las otras citoquinas pro-inflamatorias analizadas, se observé un aumento
significativo de 1,5 veces después de 48 h post-infeccion. LPS indujo un aumento en la

liberacion de IFNy después de 16 h post-infeccion (Fig. 24 C).
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Figura 24. Cuantificacion de citoquinas pro-inflamatorias en sobrenadantes de cultivos de
explantos placentarios obtenidos a 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infeccion con T. cruzi (TC)
respecto al control sin infeccion (control) o tratados con LPS. Las graficas representan la
concentracién en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccion de A) TNFa, B) IL-18 y C)
IFNy, medido mediante ELISA. Se muestra el valor de la media £ EEM de 4 experimentos
independientes, con una significancia p<0,05 (prueba U de Mann-Whitney) en explantos
infectados con respecto al control sin infeccion (*) y en explantos tratados con LPS con
respecto al control sin infeccién (+).

Citoquinas _anti-inflamatorias. IL-10 e IL-4 son citoquinas que aumentan durante

los estadios intermedios del embarazo para evitar el rechazo al feto (Mor y col., 2010).
En infecciones con T. cruzi se describi6 un aumento de IL-10 como un mecanismo
compensatorio a la fuerte respuesta inmune pro-inflamatoria del hospedador para
eliminar el parasito (Castillo y col., 2017; 2018). Con el proposito de determinar si la
invasion y/o multiplicacion de T. cruzi en el tejido placentario origina variaciones en la
produccion de citoquinas se analizd6 la secreciébn de IL-10 e IL-4 en explantos
placentarios durante el proceso infectivo. Para ello, los explantos se incubaron con
tripomastigotes o con LPS (control positivo) durante 0O, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h, con
cambio de medio a las 24 h (ver materiales y métodos). Las citoquinas se midieron en
el sobrenadante de los medios de cultivo mediante ELISA. Los resultados muestran
gue IL-10 aument6 gradualmente su secrecién hasta alcanzar un valor de 2-3 veces a
las 48 y 72 h post-infeccion. LPS también indujo un aumento gradual de IL-10 a partir
de las 24 h de cultivo (Fig. 25 A). IL-4 no mostré una diferencia significativa en relacion
al control (sin T. cruzi) durante los procesos de invasion y replicacién del parasito (Fig.
25 B).
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Figura 25. Cuantificacion de citoquinas anti-inflamatorias en sobrenadantes de cultivos de
explantos placentarios obtenidos a 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infeccién con T. cruzi (TC)
respecto al control sin infeccion (control) o tratados con LPS. Las graficas representan la
concentracién en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccion de A) IL-10 y B) IL-4, medido
mediante ELISA. Se muestra el valor de la media + EEM de 4 experimentos independientes,
con una significancia p<0,05 (prueba U de Mann-Whitney) en explantos infectados con
respecto al control sin infeccion (*) y en explantos tratados con LPS con respecto al control sin
infeccién (+).

Localizacion de citoguinas. Con el objeto de determinar en qué estructuras de la

barrera placentaria se ubicaba la expresion de las citoquinas liberadas al medio de
cultivo de los explantos placentarios infectados con T. cruzi (Fig. 24 y 25), se
realizaron IHQ para TNFa, IFNy, IL-1B e IL-10 en los tejidos de los explantos

infectados. Los resultados muestran una marcacion positiva (color marrén) para TNFa,
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IFNy, IL-18 e IL-10 en el citoplasma de las células del estroma y del trofoblasto. TNFa
mostré una mayor expresion en STB, aunque se expresé también en algunas células
estromales en los explantos placentarios infectados con T. cruzi. La expresion de
IFNy, IL-1B e IL-10 en los explantos placentarios infectados con T. cruzi se detect6 en

el STB asi como en las células estromales (Fig. 26).
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Figura 26. Localizacién de citoquinas en el tejido de explantos placentarios cultivados 4, 24 y
72 h post-infeccion con T. cruzi y en muestras controles sin infeccion determinado mediante
IHQ. Iméagenes representativas de IHQ para TNFa (A), IL-18 (B), IFNy (C) e IL-10 (D) (color
marrén), la tincién fue contrastada con hematoxilina (ndcleos azules). Magnificacion 400 X.

Produccion de 6xido nitrico en el tejido placentario durante la infeccion por T.

cruzi

Produccién de 6xido nitrico (NO). Como se menciond, el NO es un metabolito

deletéreo importante para el control de la infeccion parasitaria. Previamente se
demostré que el proceso de sincicializacion de células BeWo cultivadas durante 4 6 24
h produce un aumento en la secrecién de NO, el cual no se modifica con la infeccion
parasitaria. A los fines de evaluar si el tejido placentario responde frente a la infeccion
por T. cruzi liberando NO, se determin6 la produccion de NO, medido como nitritos
mediante Griess en sobrenadante de cultivo de explantos placentarios infectados o no
con T. cruzi o tratados con LPS (control positivo), durante 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h con
cambio de medio a las 24 h (ver materiales y métodos). La figura 27 muestra que si

bien se observé un aumento en la liberacion de nitritos con el transcurso del tiempo de
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cultivo, ésta no mostré diferencias significativas con el control (Fig. 27). El control sin
infeccibn secreta basalmente concentraciones de NO, que segun bibliografia son
concentraciones deletéreas para la célula parasitaria (Diaz-Lujan, y col., 2012).
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Figura 27. Concentracién de nitritos en sobrenadantes de cultivos de explantos placentarios
obtenidos a 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infeccién con T. cruzi (TC) respecto al control sin
infeccién (control) o tratados con LPS. La grafica representa la concentracion de nitritos en uM
medida mediante Griess como el valor de la media + EEM de 4 experimentos independientes.

Infeccidn parasitaria en tejido placentario

Las diferentes expresiones de moléculas involucradas en respuesta a la
infecciobn con T. cruzi en el tejido placentario, observadas en los objetivos 1 y 2,
podrian modificar la infeccidn, ya que algunas de ellas tienen efecto deletéreo sobre el
parasito (Cutrullis y col., 2017; Triquell y col., 2018). Con el fin de evaluar el curso de
la infeccion durante los procesos de invasion y multiplicacion parasitaria en el tejido
placentario, se llevd a cabo un disefio experimental de infecciébn durante 24 h y
posterior cambio de medio sin agregado de pardsitos. Se cuantificaron parasitos
moéviles en el sobrenadante de cultivo o carga parasitaria en el tejido placentario a las
0,2,4,16,24,48y 72 h.

Se detectd un aumento progresivo en la carga parasitaria, cuantificada por g°PCR
del ADN de T. cruzi, hasta las 24 h post-infeccion y luego un marcado incremento
hasta alcanzar aproximadamente 3 veces la carga inicial a las 72 h (Fig. 28 A).

La cuantificacién de parasitos mdviles en el sobrenadante de cultivo mostré una
disminucion en los paréasitos con el tiempo de cultivo alcanzandose una disminucion
del 70% a las 24 h post-infeccién (Fig. 28 B).
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Se observo un aumento progresivo de parasitos en el tejido placentario, como
asimismo una disminucién paulatina en el medio de cultivo, sin embargo, teniendo en
cuenta que hay un cambio de medio a las 24 h sin agregado de parasitos se detectd
presencia de T. cruzi en el medio a 48 y 72 h sugiriendo la existencia de un proceso de
replicacion y liberacion parasitaria temprana. Por otro lado, se localizaron nidos de
amastigotes en el citoplasma de células del estroma placentario a 72 h post-infeccion
donde se observaron 3 células infectadas por campo con 3-5 amastigotes por nido. Se
debe destacar una alta variabilidad en la infeccién entre placentas (Fig. 28 C), con

menor infeccion en los explantos placentarios en relacion a las células BeWo.
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control 72 h

Figura 28. Infeccion parasitaria A) Carga parasitaria en el tejido placentario determinada a 0, 2,
4,16, 24, 48 y 72 h post-infeccion con T. cruzi. Los resultados se muestran como parasito por
ng de ADN total. B) Parasitos moviles totales en el sobrenadante de cultivo obtenidos a 0, 2,
4,16, 24, 48 y 72 h post-infeccién. Los resultados se muestran como parasitos moviles totales.
Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4 experimentos independientes. C)
Tincién con H/E en los explantos placentarios infectados (TC) o sin infeccién (control)
cultivados durante 72 h. Visualizacién de nidos de amastigotes (Flecha amarilla). Magnificacion
1000 X.

Produccion de citoquinas en la linea celular BeWo durante la infeccion por T.

cruzi

Dentro de los componentes trofoblasticos de la barrera placentaria, el
sincitiotrofoblasto es la estructura mas externa de dicha barrera placentaria y por lo
tanto es la primera en interaccionar con el parasito en circulacion materna y luego
responde el citotrofoblasto que se ubica por debajo de esa capa celular. En ensayos
anteriores mediante IHQ, se localiz6 la expresion de citoquinas principalmente en el
trofoblasto (Fig. 26). En esta parte del trabajo de tesis, se utilizé la linea celular BeWo
como modelo de estudio para analizar la secreciéon de TNFa, IL-1B, IFNy e IL-10 en
condiciones de infeccion por T. cruzi respecto a la ausencia de infeccion. Para tal fin,
se comparo el efecto de la infeccidn sobre células BeWo tratadas con FsK (BeWo ST)

y no tratadas (BeWo).

Liberacion de citoguinas por células BeWo con caracteristicas de

sincitiotrofoblasto (BeWo ST). Con el objeto de evaluar la respuesta del STB frente a la

infeccion parasitaria, se analiz6 la secrecion de TNFa, IL-1B, IFNy e IL-10 en un
modelo celular que simula un STB. Para ello, se midieron estas citoquinas en el
sobrenadante de cultivo de células BeWo ST infectadas o no con T. cruzi o tratadas
con LPS (control positivo), durante 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h, con cambio de medio a
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las 24 h, mediante ELISA (ver materiales y métodos). Los resultados muestran un
aumento en la secrecién de TNFa e IL-1B en las células BeWo ST en presencia de T.
cruzi en relacion al control sin infeccion, la cual se mantuvo a lo largo del experimento
(Fig. 29 A y B). IFNy e IL-10 no mostraron diferencias significativas con respecto al
control sin infeccién (Fig. 30 A y B). LPS produjo solamente un aumento de TNFa
posterior a las 48 h (Fig. 29 A).

0,8 -
= 06 -
= +
[
o
(8]
2 —e— BeWo ST control
[=
S —#—BeWo STTC
=
2 BeWo ST LPS
[T
2
[

80

Horas post-infeccion

80



Infeccién por Trypanosoma cruzi en modelos in vitro de placentas humanas: | Resultados
participacion de moléculas del sistema inmunolégico

1 -

0,8 -
5
s
]
S 06 |
§ * —&— BeWo ST control
% —m—BeWo STTC
= BeWo ST LPS
—

Horas post-infeccion

Figura 29. Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes de cultivos de la linea celular BeWo
ST obtenidos durante 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infecciébn con T. cruzi (BeWo ST TC)
respecto al control sin infeccién (BeWo ST control) o tratadas con LPS (BeWo ST LPS). Las
graficas representan la diferencia de concentracién en pg/ml.cél. con el control sin infeccion de
A) TNFa y B) IL-183, medido mediante ELISA. Se muestran como el valor de la media + EEM de
4 experimentos independientes, con una significancia p<0,05 (prueba t de Student) en BeWo
ST infectadas con respecto al control sin infeccion (*) y en BeWo ST tratadas con LPS con
respecto al control sin infeccién (+).
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Figura 30. Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes de cultivos de la linea celular BeWo
ST obtenidos durante 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infecciéon con T. cruzi (BeWo ST TC)
respecto al control sin infeccién (BeWo ST control) o tratadas con LPS (BeWo ST LPS). Las
gréficas representan la diferencia de concentracién en pg/ml.cél. con el control sin infeccién de
A) IFNy y B) IL-10, medido mediante ELISA. Se muestran como el valor de la media £ EEM de
4 experimentos independientes.

Liberacidon de citoquinas por células BeWo con caracteristicas de citotrofoblasto

(BeWo). Con el fin de determinar la respuesta de CTB frente al parasito, se evalud la
secrecion de TNFa, IL-1B, IFNy e IL-10 en un modelo celular que simula un CTB. Para
ello, se midieron las citoquinas en sobrenadantes de cultivos de células BeWo
infectadas o no con T. cruzi o tratadas con LPS (control positivo), durante 0, 2, 4, 16,
24, 48 y 72 h, con cambio de medio a las 24 h, mediante ELISA (ver materiales y
métodos). Los resultados muestran un aumento significativo en la liberacion de TNFa
e IL-1B en células BeWo en presencia de T. cruzi (Fig. 31 Ay B). IFNy e IL-10 no
mostraron diferencias significativas con el control sin infeccién (Fig. 32 A y B). En
relacion a la respuesta frente a LPS no se encontraron diferencias con el control en la

secrecion de ninguna citoquina.
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Figura 31. Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes de cultivos de la linea celular BeWo
obtenidos durante 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infeccién con T. cruzi (BeWo TC) respecto al
control sin infeccién (BeWo control) o tratadas con LPS (BeWo LPS). Las gréficas representan
la diferencia de concentracion en pg/ml.cél. con el control sin infeccién de A) TNFa y B) IL-18,
medido mediante ELISA. Se muestran como el valor de la media + EEM de 4 experimentos
independientes, con una significancia p<0,05 (prueba t de Student) de BeWo infectadas con
respecto al control sin infeccion (*).
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Figura 32. Cuantificacién de citoquinas en sobrenadantes de cultivos de la linea celular BeWo
obtenidos durante 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infeccién con T. cruzi (BeWo TC) respecto al
control sin infeccién (BeWo control) o tratadas con LPS (BeWo LPS). Las gréficas representan
la diferencia de concentracion en pg/ml.cél. con el control sin infeccién de A) IFNy y B) IL-10,
medido mediante ELISA. Se muestran como el valor de la media + EEM de 4 experimentos
independientes.
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Produccion de 6xido nitrico en la linea celular BeWo durante la infeccion por T.

cruzi

Produccion de éxido nitrico (NO). En el objetivo 1 se analizo la liberacion de NO

por parte de las células BeWo durante el proceso de invasion parasitaria
encontrandose que BeWo ST produce mayor cantidad de NO el cual tendria un efecto
deletéreo sobre T. cruzi, estimado en los ensayos de sobrevida del parasito utilizando
medios condicionados provenientes de células BeWo y BeWo ST (Fig. 23). Durante la
invasion del T. cruzi en las células BeWo no se encontraron diferencias en la
produccion de NO (Fig. 20). A los fines de extender el analisis del curso de la infeccion
parasitaria se midi6é la producciéon de NO durante el ciclo de replicacién del T. cruzi.
Para ello, se midi6 la cantidad de NO como nitritos mediante Griess en sobrenadantes
de cultivos de células BeWo y BeWo ST infectadas o no con T. cruzi o tratadas con
LPS (control positivo), durante 0, 2, 4, 16, 24, 48y 72 h, con cambio de medio a las 24
h (ver materiales y métodos). Los resultados no mostraron diferencias significativas en
la produccion de nitritos entre las células BeWo infectadas y el control sin infectar en
ningun tiempo analizado (Fig. 33 A). Se observé que las células BeWo ST infectadas,
durante la fase replicativa del parasito (48 h post-infeccién) producen mayor cantidad
de NO en relacién al control sin infeccion, aumento similar se detecté en el control
positivo (LPS) (p<0,05) (Fig. 33 B). Al comparar la producciéon de NO entre las células
BeWo y BeWo ST ambas infectadas, se observd que BeWo ST secreta mayor
cantidad de NO al medio de cultivo durante todo el proceso infeccioso, particularmente
durante la fase replicativa del parasito (72 h), donde se encontr6 una diferencia de
aproximadamente un 40% (Fig. 33 C).
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Figura 33. Produccion de nitritos en sobrenadantes de cultivos de la linea celular BeWo
cultivados durante 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infeccion (TC) en relaciébn a muestras
controles (control) o tratadas con LPS. A) BeWo, B) BeWo ST. Las graficas representan la
concentracién de nitritos uM, medido mediante Griess como el valor de la media + EEM de 4
experimentos independientes con una significancia p<0,05 (prueba t de Student) de BeWo
infectadas con respecto al control sin infeccién (*) y de BeWo tratadas con LPS con respecto al
control sin infeccién (+). C) Se muestra en forma comparativa la concentracion de nitritos en
células BeWo y BeWo ST infectadas con T. cruzi. Las graficas representan la concentracion de
nitritos uM como el valor de la media + EEM de 4 experimentos independientes, con una
significancia p<0,05 (prueba t de Student) de BeWo ST con respecto a BeWo (*).

Infeccién parasitaria en la linea celular BeWo

Como se demostrd, la linea celular BeWo posee la capacidad de formar
estructuras multinucleadas similares a STB (BeWo ST) al cultivarlas en presencia de
FsK (Fig. 17). Ademas se confirmé que FsK origina diferenciacion bioquimica
determinada por el incremento en la secrecién de la hormona B-hCG, indicador de
sincicializacion (Fig. 18). Con el fin de determinar la carga parasitaria en células BeWo
y BeWo ST se realizaron inmunofuorescencias para marcacion de union celular y
tincion de nucleos para determinacion de infeccion parasitaria. La figura 34 muestra
una mayor cantidad de nidos de amastigotes en las células BeWo que en las BeWo
ST. Estos amastigotes se ubicaron cercanos al nucleo celular y son nidos con mayor
cantidad de amastigotes que los encontrados en el tejido placentario (Fig. 28). En

nuestro grupo de trabajo, se observo la misma disminucién en la infeccidn en aislados
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de sincitiotrofoblasto respecto al aislado de citotrofoblasto de placentas humanas
(Diaz-Lujany col., 2012).
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Figura 34. Inmunofluorescencia para marcacién de desmoplaquina (rojo) y tinciéon nuclear con
Hoechst (azul). Superposicién de imagenes para la localizacion de los nicleos en estructuras
celulares (superposicion). A) BeWo control sin infeccion a 72 h de cultivo B) BeWo con
infeccion a 72 h de cultivo C) BeWo ST control sin infeccion a 72 h de cultivo D) BeWo ST con
infeccion a 72 h de cultivo. Visualizacion de nidos de amastigotes (Flecha amarilla).
Magnificacion 400X.

Utilizando la técnica de tincion de nlcleos con Giemsa, que no permite
diferenciar la infeccion entre BeWo y BeWo ST, se detecté una mayor cantidad de
amastigotes en las células en funcion del tiempo (Fig. 35).

Figura 35. Marcacién nuclear con Giemsa (violeta), A) BeWo B) BeWo ST, a 0, 24y 72 h post-
infeccion con T. cruzi. Magnificacion 400X.
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Cuantificacion de la infeccion parasitaria en la linea celular BeWo

Anteriormente se demostrd que las células BeWo ST producen mayor cantidad
de NO y ROS, en relacion a BeWo, y que en ensayos de sobrevida del parasito los
medios condicionados provenientes de células BeWo ST resultan deletéreos para el
paréasito. Teniendo en cuenta el efecto de las células BeWo ST sobre la sobrevida del
parasito, se analizaron los procesos de invasion y multiplicacion parasitaria en células
BeWo y BeWo ST. Para ello, se utilizé un disefio experimental que contemplé
infeccién durante 24 h, con cambio de medio sin nuevo agregado de parasitos, para
analizar si habia liberacion al medio de cultivo de tripomastigotes, producto de la
replicacion intracelular. Por otro lado, como control se infectaron las células sin cambio
de medio (ver materiales y métodos).

Se cuantificaron los parasitos méviles en el sobrenadante de cultivo de células
BeWo y BeWo ST cultivados durante 0, 2, 4, 16, 24, 48 y 72 h post-infeccién con T.
cruzi, con o sin cambio de medio a las 24 h. Los resultaron muestran tanto en las
células BeWo como BeWo ST una caida de mas del 50% en la cantidad de parasitos
moviles en el medio a las 24 h post-infeccion. En los ensayos realizados con cambio
de medio sin nuevo agregado de parasitos, se observé liberacion de parasitos al
medio de cultivo en relacion al sobrenadante sin cambio de medio durante las 48-72 h
post-infeccién (Fig. 36 Ay B).

Los resultados muestran un aumento de los nidos de amastigotes en células
BeWo y BeWo ST a las 24 h post-infeccién, observandose aproximadamente 20-30
amastigotes por nido a las 72 h post-infeccion (Fig. 34); mientras que en los explantos
se encontraron entre 3-5 amastigotes por nido (Fig. 28). Al comparar la cantidad de
nidos de amastigotes entre las células BeWo y BeWo ST, se observé una disminucion
significativa en la infeccion en las células BeWo ST (p<0,05). A las 72 h post-infeccién
se detectd que las células BeWo poseian 3 veces mas amastigote por nucleo que las
BeWo ST (Fig. 36 C). Nétese que el numero de amastigotes detectado esta en
relacion inversa a la cantidad de NO y ROS presentes en estas células (ver Fig. 20, 21
y 23), sugiriendo que NO y ROS pueden ejercer un efecto deletéreo que limita la

infeccién en las células BeWo ST.
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Figura 36. Infeccidn parasitaria en las células BeWo y BeWo ST medida a 0, 2, 4, 16, 24, 48 y
72 h post-infeccién, con o sin cambio de medio a las 24 h. Cuantificacion de parasitos moviles
en el sobrenadante de cultivo y nidos de amastigotes en las células BeWo (A) y BeWo ST (B).
Los resultados se muestran como amastigotes por ndcleo. C) Se muestra en forma
comparativa la cuantificacion de amastigotes en las células BeWo y BeWo ST. Las gréficas
representan el valor de la media + EEM de 4 experimentos independientes, con una
significancia p<0,05 (prueba t de Student) de amastigote en BeWo ST en relacion a amastigote
en BeWo (*).

Efecto del tratamiento con IFNy en la infeccién del tejido placentario por T. cruzi.

El estado inmunoldgico tanto materno como fetal juega un rol muy importante en
la trasmision congénita de la enfermedad de Chagas. Se ha reportado en lactantes
infectados congénitamente, con bajas o con altas parasitemias, bajos niveles séricos
de IFNy (Volta y col., 2016). Se describid, una respuesta innata disminuida en madres
chagasicas transmisoras con una baja liberacion de IFNy y TNFa (Carlier y Truyens,
2015; Bustos y col., 2019). Ademas se demostré que, en la infeccién por T. cruzi,
macroéfagos, NK, linfocitos T y B producen citoquinas pro-inflamatorias como el IFNy,
TNFa, IL-12 y NO (Junqueira y col., 2010; Gutierrez, 2011). Estos reportes sugieren
que el ambiente inmune pro-inflamatorio influye sobre la invasién y multiplicacion del
parasito. A los fines de evaluar si la infeccién placentaria por T. cruzi es alterada por
un cambio en el perfil de citoquinas, se tratd a los explantos placentarios con IFNy

recombinante humano, previo y durante la infeccion.
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Controles de viabilidad parasitaria y de tejido

Inicialmente se evalué la toxicidad del IFNy recombinante sobre los parasitos y la
viabilidad del tejido placentario al ser expuesto a las distintas condiciones
experimentales. Para ello, se incubaron durante 2 h los parésitos en medio con y sin
IFNy, y posteriormente se los cuantific. La viabilidad del tejido se evalu6 mediante
ensayo de MTT posterior a las 72 h de cultivo en cada condicion. Se observo,
mediante recuento de parasitos moviles y viabilidad del tejido por MTT, que el
tratamiento con IFNy (20 ng/mL) no afect6 los pardmetros evaluados (Fig. 37 Ay B).
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Figura 37. Controles de viabilidad. A) Parasitos moéviles posteriores a 2 h de incubacion en
presencia (IFNy) o ausencia (C) de IFNy, los resultados se muestran como parasitos moviles
totales. B) Viabilidad del explantos placentarios infectados (TC) y sin infeccion (C) en presencia
de IFNy (IFNy +) o sin (IFNy -), los resultados se expresan unidades arbitrarias en relacion al
peso en mg de explantos placentario. Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4
experimentos independientes.

Infeccion con T. cruzi en tejido placentario tratado con IFNy

Con el fin de evaluar si el tratamiento con IFNy modifica la invasion y/o
multiplicacion del parésito en el tejido placentario. Se determind la carga parasitaria
mediante cuantificacion de ADN de T. cruzi en los explantos placentarios infectados
tratados o no con IFNy. Los resultados no mostraron diferencias significativas en la
carga parasitaria en los cultivos tratados con IFNy durante la invasién (24 h) y

replicacién (72 h) con respecto a los explantos no tratados (Fig. 38 Ay B).
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Figura 38. Carga parasitaria en tejido placentario A) 24 h post-infeccién y B) 72 h post-infeccion
con T. cruzi (TC), tratados con IFNy (IFNy +) o sin tratar (IFNy -). Los resultados expresan la
carga parasitaria en parasito/ng de ADN total relativa a los explantos infectados no tratados. La
grafica representa el valor de la media £+ EEM de 4 experimentos independientes.

Para determinar el efecto del tratamiento con IFNy en la infeccién placentaria por
T. cruzi se cuantificaron los parasitos moviles en los sobrenadantes de cultivo de los
explantos placentarios con o sin tratamiento con IFNy. Los resultados indican que no
hubo diferencias significativas en el recuento de parasitos moviles en el sobrenadante
de cultivo en los tejidos tratados con IFNy en relacién al control sin tratamiento durante
la invasion (24 h) asi como durante la replicacion (72 h), observandose una caida en el
nuimero de parasitos moviles en los sobrenadantes, como se ha visto en los deméas

ensayos durante el proceso de replicacion en relacion al de invasion (Fig. 39 Ay B).
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Figura 39. Parasitos moviles en el sobrenadante de cultivos de explantos placentarios A) 24 h
post-infeccién y B) 72 h post-infeccion con T. cruzi (TC), en presencia de IFNy (IFNy +) o sin
(IFNy -). Los resultados se muestran como parasitos maviles totales. Las gréaficas representan
el valor de la media + EEM de 4 experimentos independientes.
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Perfil de citoquinas frente al tratamiento y la infeccion de T. cruzi

Citoquinas _pro-inflamatorias. Se ha descripto que TNFa es activado en

macrofagos por IFNy en presencia del parasito (Gutierrez, 2011). No se ha reportado
gue el IFNy active directamente IL-1B en infecciones parasitarias. Con el propésito de
analizar si el tratamiento del tejido placentario con IFNy modifica la produccién de las
citoguinas pro-inflamatorias analizadas en respuesta a la infecciéon con T. cruzi, se
determind la concentracién de TNFa e IL-1B mediante ELISA en sobrenadantes de
cultivo de explantos placentarios con y sin tratamiento con IFNy y en presencia o no de
T. cruzi.

Los resultados de la cuantificacion de TNFa muestran que a 24 h post-infeccion
no hay diferencias significativas en su secrecion en los explantos tratados en ninguna
condicion analizada (Fig. 40 A). A 72 h de cultivo, el tratamiento con IFNy indujo un
aumento significativo de 2 veces en la secrecion de TNFa (p<0,05). Nuevamente, la
presencia del parasito en los explantos no tratados con IFNy indujo un aumento de la
citoquina como se demostré en los ensayos anteriores de cinéticas de infeccion (Fig.
24 A). Sin embargo, la infeccién de los explantos no modificé el incremento de TNFa

inducido por la presencia de IFNy (p<0,05) (Fig. 40 B).
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Figura 40. Cuantificacion de TNFa en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con IFNy (IFNy +) o sin tratamiento (IFNy -), y en presencia de T. cruzi (TC) o no
(C). A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccién. Los resultados se muestran como la
concentracién de TNFa en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccidn ni tratamiento con
IFNy. *p<0,05 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). Las gréaficas representan el valor
de la media £ EEM de 4 experimentos independientes.

En relacion a IL-1B, los resultados muestran que el tratamiento con IFNy sin

infeccion no produjo cambios en la secrecion de la citoquina (Fig. 41 A y B). Sin
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embargo se observé un aumento de la citoquina durante el proceso multiplicativo del
parésito (72 h) en ausencia de IFNy, como se mostré previamente (Fig. 24 B). La
presencia de IFNy conjuntamente con el parasito disminuy6 la secrecion de IL-1B en

relacion a la infeccién sin tratamiento (p<0,05).
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Figura 41. Cuantificacion de IL-78 en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con IFNy (IFNy +) o sin tratamiento (/IFNy -), y en presencia de T. cruzi (TC) o ho
(C). A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccién. Los resultados se muestran como la
concentracion de IL-718 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccion ni tratamiento con
IFNy. *p<0,05, **p<0,01 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). Las gréficas
representan el valor de la media £ EEM de 4 experimentos independientes.

Citoquinas anti-inflamatorias. Segun la bibliografia consultada, el IFNy no induce

secrecion de IL-10 e IL-4 en procesos infecciosos, pero como demostramos
anteriormente, la presencia de IFNy activa otras citoquinas que pueden afectar a IL-10
e IL-4. Con el objetivo de evaluar si el tratamiento del tejido placentario con IFNy
moadifica la produccién de las citoquinas anti-inflamatorias ensayadas en condiciones
basales (sin infeccion), se determiné la concentracién de IL-10 e IL-4 mediante ELISA
en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con y sin tratamiento con IFNy
y en presencia o no de T. cruzi a 24 y 72 h post-infeccion.

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas en la secrecion
de IL-10 durante el proceso de invasion parasitaria (Fig. 42 A). Sin embargo, se
observé un aumento de la citoquina durante el proceso multiplicativo del parasito (72
h) en ausencia de IFNy, como se mostré previamente (Fig. 25 A). La presencia de
IFNy conjuntamente con el parasito no modifico la secrecion de IL-10 en relacion a la

infeccion sin tratamiento (Fig. 42 B).
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Figura 42. Cuantificacién de IL-10 en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con IFNy (IFNy +) o sin tratamiento (/IFNy -), y en presencia de T. cruzi (TC) o nho
(C). A) 24 h post-infeccibn y B) 72 h post-infeccién. Los resultados se muestran como la
concentracién de IL-10 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccion ni tratamiento con
IFNy. *p<0,05 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). Las gréaficas representan el valor
de la media £ EEM de 4 experimentos independientes.

En relacion a IL-4, los resultaron muestran que no hubo diferencias significativas
en las condiciones ensayadas tanto durante el proceso de invasion (Fig. 43 A) como

en el de multiplicacion (Fig. 43 B).
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Figura 43. Cuantificacién de IL-4 en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con IFNy (IFNy +) o sin tratamiento (IFNy -), y en presencia de T. cruzi (TC) o no
(C). A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccién. Los resultados se muestran como la
concentracién de IL-4 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccién ni tratamiento con
IFNy. Las gréficas representan el valor de la media £+ EEM de 4 experimentos independientes.

Relacion TNFa/IL-10. Debido a que se encontr6 un aumento tanto en citoquinas

anti- como pro-inflamatorias y con el fin de establecer el perfil inmunolégico
predominante, se determind la relacion entre las concentraciones de TNFa e IL-10 en
los sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con o sin tratamiento con IFNy

y en presencia o no de T. cruzi.
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Los resultados indican que en los explantos infectados con T. cruzi sin IFNy,
hubo una tendencia no significativa con un predominio de un ambiente pro-inflamatorio
durante la etapa de invasion (24 h post-infeccion) (Fig. 44 A), que luego, durante la
multiplicacion parasitaria (72 h post-infeccion) tiende a disminuir ganando
preponderancia IL-10 (Fig. 44 B). En el caso de los explantos solo tratados con IFNy
se observd a mayor tiempo de tratamiento (72 h) mayor induccion del perfil pro-
inflamatorio. En los explantos tratados con IFNy e infectados con T. cruzi se revierte
ese perfil inmunoldgico pro-inflamatorio. La presencia del parasito en una primera
interaccion (24 h) con los explantos tratados con IFNy genera una respuesta pro-
inflamatoria pero con el tiempo de la infeccion (72 h) comienza a predominar un perfil
anti-inflamatorio (Fig. 44 B).
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Figura 44. Relacion TNFa/IL-10 en sobrenadantes de cultivo de tejidos placentarios con
tratamiento con IFNy (IFNy +) o sin tratamiento (/IFNy -), y en presencia de T. cruzi (TC) o no
(C). A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccién. Los resultados se muestran como el
cociente entre las concentraciones de TNFa e IL-10. *p<0,05 (ANOVA de dos vias, post-test de
Bonferroni). Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4 experimentos
independientes.

Metabolitos mediadores de la infecciéon con T. cruzi frente al tratamiento con

IFNy

Como se muestra en la figura 44, se observé una disminucion en la relacién
TNFa/IL-10 con el tiempo de cultivo en los explantos placentarios tratados con IFNy e
infectados con T. cruzi, acompafiado con una tendencia no significativa al aumento de
la carga parasitaria. Como se describié en la introduccion (Fig. 8), el parasito podria
estar favoreciendo un proceso de supervivencia mediado por arginasas que desvian la
produccién de NO hacia urea y poliaminas, disminuyendo los metabolitos deletéreos

para el T. cruzi y favoreciendo la aparicion de metabolitos facilitadores de la
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multiplicacion parasitaria (Stempin y col., 2002; 2007). Con el fin de establecer si en el
tejido placentario infectado con T. cruzi existe un mecanismo similar de evasion de la
respuesta inmune pro-inflamatoria por parte del parasito para favorecer su crecimiento,
se analizo el efecto del tratamiento con IFNy sobre la produccion de NO y urea.
Produccion de oxido nitrico (NO). Se determind la produccién de NO como

indicador del proceso mediado por arginasas. Para ello, se cuantificé la concentracion
de nitritos en sobrenadante de cultivo de tejidos placentarios con o sin tratamiento con
IFNy y en presencia o no de T. cruzi a 24 y 72 h post-infeccidn. Los resultados indican
que a las 24 h post-infeccién no hay diferencias significativas en los nitritos secretados
al medio en ninguna de las condiciones ensayadas (Fig. 45 A). Sin embargo, a las 72
h post-infeccién se observé una disminucion significativa del 25% de nitritos (p<0,001)
en los explantos tratados con IFNy e infectados respecto a los explantos solo
infectados (Fig. 45 B), como también en relacion a los explantos solo tratados con
IFNy.
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Figura 45. Cuantificacién de nitritos en sobrenadantes de cultivo de tejidos placentarios con
tratamiento con IFNy (IFNy +) o sin tratamiento (/IFNy -), y en presencia de T. cruzi (TC) o no
(C). A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccién. Los resultados se muestran como la
concentracién en uM de nitritos relativa al control sin infeccién ni tratamiento con IFNy. *p<0,05,
***n<0,001 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). Las gréaficas representan el valor de
la media £+ EEM de 4 experimentos independientes.

Produccion de urea. Con el proposito de determinar si la disminucion de nitritos

mostrada anteriormente, se debe a un proceso de evasion de la respuesta inmune pro-
inflamatoria por parte del parasito para favorecer su crecimiento, se analizé la
produccién de urea como producto final del mecanismo de supervivencia mediado por
arginasas. Para ello, se cuantificé la urea en sobrenadantes de cultivo de tejidos

placentarios tratados o no con IFNy y en presencia o no de T. cruzi. Los resultados
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indican que a 24 h post-infeccion no hay diferencias significativas en la urea producida
en relacion al control, en ninguna de las condiciones ensayadas (Fig. 46 A). Sin
embargo, a las 72 h post-infeccion se observé aumento significativo de 3 veces
(p<0,05) en los explantos tratados con IFNy e infectados en relacion a los explantos
solo infectados (Fig. 46 B). Ademas, se demostré que en los explantos tratados con
IFNy la presencia del parasito aumenta la produccion de urea (p<0,05) en relacién a

los solo tratados.
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Figura 46. Cuantificacibn de urea en sobrenadantes de cultivo de tejidos placentarios con
tratamiento con IFNy (IFNy +) o sin tratamiento (IFNy -), y en presencia de T. cruzi (TC) o no
(C). A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccion. Los resultados se muestran como la
concentracién de urea en g/l.mg tejido relativa al control sin infeccién ni tratamiento con IFNy.
*p<0,05 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). Las graficas representan el valor de la
media + EEM de 4 experimentos independientes.

Efecto de la regulacién de la actividad del factor de transcripcién NF-kB en la

infeccion del tejido placentario por T. cruzi.

En el objetivo anterior, se mostr6 que un perfil pro-inflamatorio no inhibe la
replicacion del parasito en las condiciones ensayadas, pero podria ser limitante de una
mayor infecciéon. Como se menciono en la introduccion, NF-kB se activa mediante una
variedad de sefales inflamatorias, lo que resulta en una expresion coordinada de
multiples genes que codifican a proteinas implicadas en la respuesta inmune
inflamatoria e innata. A su vez, citoquinas pro-inflamatorias como IL-1f y TNFa activan
NF-kB, y su expresion se induce en respuesta a la activacion de NF-kB, formando asi
un circuito amplificador de alimentacién positiva (Bonizzi y Karin, 2004; Perkins, 2007;
Zoltan y col., 2015; Ghosh y Dass, 2016). El T. cruzi también activa NF-kB, y esta

asociado con un aumento de la expresion de moléculas de adhesion, NO y TNFa
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(Petersen y col., 2006; Silva y col., 2010; Gutierrez, 2011). Con el objeto de analizar si
un perfil inmunolégico pro-inflamatorio disminuido puede modular la infeccion por T.
cruzi en el tejido placentario modificando la carga parasitaria y la produccion de
citoquinas durante la infeccion por T. cruzi los explantos placentarios se trataron con
los inhibidores de la via clasica de NF-kB, sulfasalazina (SULF) y N-acetil-cisteina
(NAC) previo y durante la infeccidn parasitaria. Se utilizaron concentraciones a las que
ambos farmacos tienen la capacidad de bloquear el NF-kB en ensayos de cultivo de
explantos placentarios (Lappas y col., 2002; 2004). Por otro lado, nuestro grupo de
trabajo ya ha trabajado con NAC como scavenger de ROS para analizar su efecto
sobre la infeccion por T. cruzi en tejido placentario pero en concentraciones que no

alcanzaban a bloquear NF-kB (Triquell y col., 2018).
Controles de viabilidad parasitaria y de tejido

Inicialmente se evalud la toxicidad de SULF y NAC sobre la viabilidad de los
parasitos. Para ello, se los incub6 durante 2 h en los medios con las mismas
concentraciones de farmacos y vehiculo utilizados en el ensayo, y posteriormente se
cuantificaron los parasitos moviles en los medios de cultivo asi como su viabilidad. Los
resultados indican que ninguno de los farmacos o el vehiculo ensayados tienen efecto

deletéreo sobre el T. cruzi (Fig. 47 Ay B).

B

,» 1500001 0.57
g E
© O~ .
g J— —_ _ = g 0.4
@ 100000 =3
g Bl Es p
g B =g2 B
“ 500004 m T 0 m&:
o m g © | EEEEE L
‘é [ttt = g eleielei
b =] w
@ % ~ P
o

CONTROL NAC VEHICULO SULF " CONTROL NAC VEHICULO SULF

Figura 47. Controles de viabilidad parasitaria frente al tratamiento con SULF o NAC. A)
Recuento de parasitos méviles posterior a 2 h de incubacién en las condiciones indicadas. Los
resultados se muestran como parasitos moviles totales B) Viabilidad de tejido placentario
evaluada por MTT. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias relativas en relacién
a parasitos totales. Las graficas representan el valor de la media £+ EEM de 4 experimentos
independientes.

Ademas, se determiné si los farmacos o el vehiculo utilizados afectan la
viabilidad del tejido placentario en todas las condiciones de experimentacion utilizadas.

Los resultados muestran que no se encontraron diferencias significativas entre el
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control y los explantos tratados con SULF, NAC y vehiculo en presencia del parasito o
LPS durante 72 h de cultivo (Fig. 48).
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Figura 48. Controles de viabilidad de tejido placentario tratado con SULF, NAC o vehiculo en
presencia (TC) o no del parasito (C) o tratados con LPS. Los resultados de viabilidad de tejido
placentario evaluado por MTT, se muestran como unidades arbitrarias relativas en relacién a
peso en mg de explanto placentario. Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4
experimentos independientes.

Infeccidon con T. cruzi en tejido placentario tratado con SULF y NAC

Durante el transcurso de este trabajo de tesis otro grupo de investigacion reportd
la participacion del NF-kB en la infeccion de explantos placentarios por T. cruzi. Se
determiné que tanto la via clasica como la alternativa del NF-kB se activan en
presencia del parasito (Liempi y col., 2019). Los autores observaron que al inhibir la
via clasica (mediante el uso de BAY) como la alternativa (mediante el uso de
isoquinoline-1, 3 (2H, 4H) — dione) durante 2 h previo a la infeccion, la carga
parasitaria aumenta entre 1,5-1,75 veces en relacion al control sin infeccién (Liempi y
col., 2019). Con el fin de evaluar si la infeccion se alteraba en presencia de inhibidores
de esta via, se determind la carga parasitaria en los explantos placentarios infectados
y tratados 0 no con SULF o NAC, y en el control y control de SULF (vehiculo). Los
resultados muestran que durante la fase de multiplicacion parasitaria hay un aumento
significativo de entre 1,86 y 1,60 veces en la carga parasitaria en los explantos
tratados con SULF y NAC respectivamente, en relacion a sus controles (p<0,05) (Fig.
49).
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Figura 49. Carga parasitaria en tejido placentario tratado con SULF (SULF +), NAC (NAC +) o
vehiculo (Vehiculo +) a 72 h post-infeccion. Los resultados se expresan como la carga
parasitaria en parasito/ng ADN total relativa a los explantos infectados no tratados. *p<0,05
(prueba U de Mann-Whitney). La gréfica representa el valor de la media + EEM de 4
experimentos independientes.

Se cuantificaron los parasitos méviles en sobrenadantes de cultivo de explantos
placentarios infectados y tratados o no con SULF o NAC, y sus respectivos controles,
durante la invasion (24 h) y replicacion (72 h) parasitaria. Los resultados indican que
no hubo diferencias significativas en el recuento de parasitos moviles a 24 y 72 h post-
infeccion (Fig. 50 A y B), con una tendencia a disminuir el nUmero de los parasitos
moviles en el sobrenadante durante la multiplicacion parasitaria, como se ha visto en
los demas ensayos en el proceso de replicacion (Fig. 28 B). Se debe hacer notar que
se detectaron tripomastigotes en el sobrenadante del medio de cultivo posterior al

cambio de medio a las 24 h, sugiriendo una multiplicacién parasitaria.
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Figura 50. Parasitos moviles en los sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios tratado
con SULF (SULF +), NAC (NAC +) o vehiculo (Vehiculo +) A) 24 h post-infeccién y B) 72 h
post-infeccién. Los resultados se muestran como parasitos mdviles totales. Las graficas
representan el valor de la media £ EEM de 4 experimentos independientes.

Perfil de citoquinas frente al tratamiento con SULF o NAC y la infeccion de T.

cruzi

Citoquinas pro-inflamatorias. Se ha descripto que la activacién de la via del NF-

kKB en macréfagos infectados con T. cruzi se acompafia con un aumento de la
expresion de TNFa e IL-1B, entre otras citoquinas pro-inflamatorias (Gutierrez, 2011).
Con el objeto de analizar si la regulacién del NF-kB en tejido placentario infectado por
T. cruzi afecta la producciéon de estas citoquinas, se cuantificd la concentracién de
TNFa e IL-1B en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con 0 sin
tratamiento con SULF o NAC o en presencia o no de T. cruzi o LPS.

Los resultados muestran que el agregado de NAC produce una disminucién
significativa de mas del 50% en la secrecion de TNFa tanto a 24 como 72 h de cultivo,
en todas las condiciones analizadas (p<0,05; p<0,01) (Fig. 51). Cuando se trataron los
explantos placentarios con SULF no fue posible determinar la concentracion de TNFa
en el sobrenadante de cultivo de ninguno de los tiempos ensayados (Fig. 52). Otros
autores han encontrado resultados similares a nuestros experimentos controles, en
explantos placentarios tratados con las mismas dosis de NAC y SULF (Lappas y col.,
2002; Dharane y col., 2010).
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Figura 51. Cuantificacion de TNFa en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con NAC (NAC +) o no (NAC -) y en presencia (TC) o no de T. cruzi (C) o LPS. A)
24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccion. Los resultados se muestran como la concentracion
de TNFa en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infecciéon (C) ni tratamiento (NAC -). *p<0,05,
**p<0,01 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). Las graficas representan el valor de la
media + EEM de 4 experimentos independientes.
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Figura 52. Cuantificacion de TNFa en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con SULF (SULF +) o no (SULF -), con vehiculo (Vehiculo +) o no (Vehiculo -) y en
presencia (TC) o no de T. cruzi (C) o LPS. A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccion. Los
resultados se muestran como la concentracion de TNFa en pg/ml.mg tejido relativa al control
sin infeccion (C) ni tratamiento (Vehiculo/SULF -). ***p<0,001 (ANOVA de dos vias, post-test de
Bonferroni). Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4 experimentos

independientes.

Los resultados encontrados en relacion a la secrecion de IL-1 no muestran
diferencias significativas en los explantos tratados con NAC a 24 h post-infeccion (Fig.
53 A). Sin embargo, en los explantos tratados con NAC a 72 h post-infeccion se
observo una disminucion significativa en los explantos infectados y en los tratados con
LPS (p<0,05) (Fig. 53 B). El tratamiento con SULF produjo una disminucion
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significativamente mayor en la secrecion de IL-18 que la observada con NAC (Fig. 54).
De manera similar, Dharane y col. observaron que el tratamiento con SULF en
explantos placentarios (en ausencia de infeccion parasitaria) genera mayor

disminucion en la secrecion de TNFa que en IL-1B (Dharane y col., 2010).
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Figura 53. Cuantificacién de IL-718 en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con NAC (NAC +) o no (NAC -) y en presencia (TC) o no de T. cruzi (C) o LPS. A)
24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccion. Los resultados se muestran como la concentracion
de IL-16 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccion (C) ni tratamiento (NAC -). *p<0,05,
**p<0,01 (ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni). Las graficas representan el valor de la
media + EEM de 4 experimentos independientes.
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Figura 54. Cuantificacion de IL-78 en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con SULF (SULF +) o no (SULF -), con vehiculo (Vehiculo +) o no (Vehiculo -) y en
presencia (TC) o no de T. cruzi (C) o LPS. A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccion. Los
resultados se muestran como la concentracion de IL-78 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin
infeccion (C) ni tratamiento (Vehiculo/SULF -). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (ANOVA de dos
vias, post-test de Bonferroni). Las gréaficas representan el valor de la media + EEM de 4
experimentos independientes.
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Citoquinas _anti-inflamatorias. Se ha reportado que NF-kB no participa en la

activacion de la expresion de IL-10 e IL-4, pero al regular su via y disminuir la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, podria generarse un efecto compensatorio
de IL-10 como se observl en experimentos anteriores (Fig. 25). Con el propoésito de
evaluar si el bloqueo del NF-kB en tejido placentario infectado por T. cruzi afecta la
produccién de estas citoquinas, se cuantificd la concentracién de IL-10 e IL-4 en
sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con o sin tratamiento con SULF o
NAC y en presencia o no de T. cruzi o LPS.

Los resultados encontrados en relacién a la secrecion de IL-10 indican que el
tratamiento con NAC a 24 h de cultivo produjo una disminucion significativa en los
cultivos tratados con LPS (Fig. 55 A) y en los cultivos tratados con NAC a 72 h se
observé una disminucién significativa con la infeccion parasitaria y el tratamiento con
LPS (Fig. 55 B). En los cultivos tratados con SULF (Fig. 56) a 24 y 72 h de cultivo
disminuy6 significativamente la secrecién de IL-10 con la infeccidon parasitaria y el

tratamiento con LPS.
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Figura 55. Cuantificacién de IL-10 en sobrenadante de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con NAC (NAC +) o sin tratamiento con NAC (NAC -) y en presencia (TC) o no de
T. cruzi (C) o LPS. A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccion. Los resultados se muestran
como la concentracion de IL-10 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccion (C) ni
tratamiento (NAC -). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (ANOVA de dos vias, post-test de
Bonferroni). Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4 experimentos
independientes.
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Figura 56. Cuantificacién de IL-10 en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con SULF (SULF +) o no (SULF -), con vehiculo (Vehiculo +) o no (Vehiculo -) y en
presencia (TC) o no de T. cruzi (C) o LPS. A) 24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccion. Los
resultados se muestran como la concentracion de IL-10 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin
infeccion (C) ni tratamiento (Vehiculo/SULF -). *p<0,01, ***p<0,001 (ANOVA de dos vias, post-
test de Bonferroni). Las graficas representan el valor de la media + EEM de 4 experimentos

independientes.

Los resultados hallados en relacibn a la secrecién de IL-4 no mostraron
diferencias con el tratamiento con NAC (Fig. 57) o con SULF (Fig. 58) a 24 y 72 h de
cultivo, con y sin parasito, o con LPS. Estos resultaron coinciden con lo observado en

los objetivos anteriores con respecto a esta citoquina.

B
25- 257
2 20 2 20-
c <
5 g
S 154 S 154
= =
B 1.0 B 101
2 ®
< <t
Y, 051 3, 051
0.0 0.0-
NAC - - -+ o+ 4 NAC - - - 4+ o+ o+
C TC LPS C TC LPS C TC LPs C TC LPS

Figura 57. Cuantificacion de IL-4 en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con NAC (NAC +) o no (NAC -) y en presencia (TC) o no de T. cruzi (C) o LPS. A)
24 h post-infeccion y B) 72 h post-infeccion. Los resultados se muestran como la concentracion
de IL-4 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin infeccién (C) ni tratamiento (NAC -). Las
gréficas representan el valor de la media £+ EEM de 4 experimentos independientes.
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Figura 58. Cuantificacién de IL-4 en sobrenadantes de cultivo de explantos placentarios con
tratamiento con SULF (SULF +) o no (SULF -), con vehiculo (Vehiculo +) o no (Vehiculo -) y en
presencia (TC) o no de T. cruzi (C) o LPS. A) 24 h post-infeccién y B) 72 h post-infeccion. Los
resultados se muestran como la concentracion de IL-4 en pg/ml.mg tejido relativa al control sin
infeccion (C) ni tratamiento (Vehiculo/SULF -). Las graficas representan el valor de la media +
EEM de 4 experimentos independientes.
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La enfermedad de Chagas afecta alrededor de 6 a 7 millones de personas (WHO
2015) y aproximadamente el 25% de la poblacion de América Latina se encuentra en
riesgo de contraerla (WHO, 2015). Es causada por el parasito intracelular obligado
Trypanosoma cruzi, que se transmite al ser humano a través de triatdbminos (insectos
vectores), transfusién de sangre, trasplante de érganos, ingesta de alimentos con
parasito, accidente de laboratorio y transmisién congénita (Coura y col., 2007; Fretes y
Kemmerling, 2012; Carlier y col., 2015; WHO, 2015). El éxito en el control de la
transmision vectorial y el control de los bancos de sangre ha disminuido la incidencia
de esta enfermedad en humanos, cobrando gran importancia la transmision vertical y
extendiéndose mundialmente a regiones no endémicas debido a las migraciones
(Carlier y col, 2011).

La transmision congénita se produce cuando el parasito alcanza al feto a través
de la barrera placentaria (Bittencourt, 1976; Carlier, 2005). En América Latina, existen
2 millones de mujeres infectadas en edad reproductiva, de las cuales entre el 1% vy el
12% pueden transmitir la infeccién por via transplacentaria, generando alrededor de
15.000 nifios cada afio con Chagas congénito en regiones urbanas y rurales,
endémicas y no endémicas (Carlier y col, 2011). En Argentina, la seroprevalencia
entre mujeres embarazadas es de alrededor el 6% en regiones endémicas y el riesgo

de transmision congénita del 6% (Carlier y col, 2015).

En el presente trabajo de tesis, se estudid6 como moléculas mediadoras y
efectoras involucradas en la respuesta inmune se modificaron en explantos
placentarios y en la linea celular BeWo durante los diferentes estadios de la infeccién
parasitaria con T. cruzi. También se consideré de interés determinar como varia la

infeccién cuando se favorece o se bloquea el ambiente pro-inflamatorio.

Dentro de los componentes de la barrera placentaria, el trofoblasto es quien
primero interacciona con el parasito, por ello se analiz6 la infeccién por T. cruzi en el
modelo de células BeWo y BeWo ST. Tanto ROS como NO son metabolitos
deletéreos de la respuesta pro-inflamatoria y participan en muchas funciones
biol6gicas, desde la neurotransmision a la actividad microbicida (Gutiérrez, 2011; Xu 'y
col., 2012; Liu y col., 2019). Después de la activacion en presencia T. cruzi, las células
del hospedador producen grandes cantidades de NO, con actividad deletérea sobre
los parasitos (Diaz-Lujan y col., 2012; Koo y col., 2018; Triquell y col., 2018; Herreros-
Cabello y col., 2019). En nuestros ensayos se detectd mayor secrecién de ROS al
medio de cultivo en las células BeWo ST infectadas en relacion a las células BeWo ST

no infectadas y BeWo, tanto en etapas tempranas como tardias de la invasion.
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Ademas, a 4 y 24 h hay mayor produccion de NO en BeWo ST en relacion a BeWo sin
diferencias entre infectadas y no infectadas. En concordancia con este resultado se
reporté un aumento en la expresion de NOSe en BeWo tratadas con FsK respecto a
las células no tratadas (Kiss y col., 1998). Por otro lado, se demostrd en los ensayos
de sobrevida del parasito que los sobrenadantes de cultivo de las células BeWo ST
poseen un efecto deletéreo sobre T. cruzi, posiblemente debido a este aumento de NO
y ROS, como se reportd en otros tipos celulares como fibroblastos y cardiomiocitos
(Guimaraes-Pinto y col., 2018, Paiva y col., 2018). Estos resultados muestran la
capacidad que poseen las células BeWo ST de producir metabolitos deletéreos para el

parasito sin necesidad de que sean infectadas por el mismo.

El T. cruzi para alcanzar la sangre fetal e infectar al feto, no solo debe atravesar
el trofoblasto, sino que necesita traspasar toda la barrera placentaria. Por ello resulté
de interés evaluar, en el modelo de explanto placentario su susceptibilidad a la
infeccion por T. cruzi. Se reporté que MIF es un regulador de la inmunidad innata y
adaptativa que promueve las funciones pro-inflamatorias de las células inmunes
(Calandra y Roger, 2003). En infecciones por T. cruzi de macréfagos y modelos
animales, MIF ha sido considerado un factor critico para controlar la infeccion
mediante la regulacion de la secrecion de NO, ROS y TNFa (Reyes y col., 2006;
Cutrullis y col., 2009; 2013; 2017). En el presente trabajo de tesis, se analizé la
secrecion de MIF en sobrenadantes de cultivo placentario infectado y su localizacion
en las células que conforman el tejido placentario. En presencia del parasito se detect6
una mayor expresion de MIF respecto al tejido control, principalmente en células del
STB y en el estroma a 24 h post-infecciébn. Un aumento similar se observé en los
sobrenadantes de cultivo provenientes de los explantos infectados. En concordancia
con estos resultados, infecciones de células BeWo y explantos placentarios con P.
falciparum y T. gondii produjeron un aumento en la produccion de MIF
(Chaisavaneeyakorn y col., 2002; Bevilacqua y col., 2014). Cabe descartar que en
infecciones por T. gondii de explantos placentarios de tercer trimestre el aumento de
MIF se report6 en tejido y no en sobrenadante de cultivo y que la expresion se localizo
en las células del STB (de Oliveira Gomes y col., 2011). Resultados obtenidos en esta
tesis y en trabajos sobre otras infecciones parasitarias muestran la participacion de

MIF en la regulacion de la infeccion en la interfase materno-fetal.

Las MMPs son responsables del dafio tisular observado durante la invasion de
diferentes parasitos y dentro de ellas, la MMP-9 es una gelatinasa presente en el tejido

placentario con capacidad de degradar la matriz extracelular (Castillo y col., 2012).
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Castillo y col., reportd un aumento en la actividad gelatinasa de MMP-9 y MMP-2,
acompafiado alteraciones en la matriz extracelular de las vellosidades coriénicas de
los explantos placentarios infectados con T. cruzi de la cepa Y durante 24 h; a su vez,
demostré como el tratamiento de los explantos infectados con un inhibidor de MMPs
revierte el dafio tisular y disminuye la infeccion parasitaria en relacion a los explantos
no tratados (Castillo y col., 2012). En concordancia con este reporte, en nuestros
ensayos, el andlisis de la actividad de MMP-9 en homogenato de explantos
placentarios infectados fue mayor en relacién a los no infectados, durante los procesos
de invasién tanto en etapas tempranas (4 h) como tardias (24 h). Otros autores
describen aumentos similares en la activacion de MMP-9 en infecciones de
macrofagos por T. cruzi con respuesta pro-inflamatoria aumentada (Teixeira de Pinho
y col.,, 2014). Las MMPs son cruciales para una respuesta inflamatoria frente a
diferentes patdgenos (Plasmodium, Trypanosoma, Leishmania y Toxoplasma), la
actividad incontrolada de estas proteasas después de terminada la infeccion puede
derivar en dafio tisular severo, diseminacion microbiana e inmunopatologia en el
hospedero (Geurts y col., 2012). Diferentes autores reportan que en la enfermedad de
Chagas, la desregulacion de MMPs en tejido cardiaco podria tener un rol importante
en el desarrollo de miocarditis aguda (Gutierrez y col., 2008; Hovsepian y col., 2011).
En la infeccién por T. cruzi del tejido placentario, MMP-2 y MMP-9 pueden por un lado
participar del mecanismo antiparasitario y por el otro, facilitar alteraciones en la matriz
extracelular de las vellosidades coridnicas durante la infeccion generando cambios en

la barrera placentaria que podrian favorecer la invasion del parasito.

IL-6 es una citoquina pro-inflamatoria inmunomoduladora, involucrada en la
regulacién de la respuesta inmune pro-inflamatoria frente a T. cruzi en macréfagos
junto con MMP-9 (Teixeira de Pinho y col., 2014). Castillo y col., reporté un aumento
de IL-6 con otra cepa de parésito en infecciones de explantos placentarios durante 2 h
(Castillo y col., 2017). Asi mismo, en infecciones en células BeWo con P. falciparum y
T. gondii se demostr6 un aumento en la secrecién de esta citoquina (Vasquez y col.,
2013; Barbosa y col., 2015). En este trabajo se observé que la expresion de esta
citoquina en las células BeWo, BeWo ST y en explantos placentarios durante la
interaccion del T. cruzi con las célula/tejido, asi como en la secrecion en los
sobrenadantes de cultivo, no demostr6 cambios significativos en relaciébn a sus
respectivos controles tanto a 4 h como a 24 h de cultivo. Resultados similares se
reportaron en infecciones de explantos placentarios por T. gondii durante 2 h (Castillo
y col.,, 2017). A su vez, analisis transcriptbmico de citoquinas en infecciones de

explantos placentarios por T. cruzi con 10° parasito/mL a 2 y 24 h demostr6 que en
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infecciones no hubo cambios en la expresion de IL-6 (Castillo y col., 2018). Estas
diferencias en la expresién proteica de IL-6 durante la infeccién por T. cruzi en relacién
a los resultados de Castillo y col., podrian deberse a la cepa parasitaria utilizada, en
nuestros trabajos utilizamos la cepa Tulahuen (DTU VI) y Castillo y col. utilizé la cepa
Y (DTU II). Cada DTU posee caracteristicas de distribucion geogréfica, presentaciones
clinicas, virulencia y susceptibilidad a farmacos particulares (Zingales y col., 2012).

Los resultados obtenidos en los ensayos de invasion realizados durante este
trabajo de tesis indican que la barrera placentaria y el trofoblasto responden frente a la
presencia del parasito durante una primera interaccién. Esta respuesta no fue sélo
mediante NO y ROS sino también mediante MMP-9 y MIF. Se observé también, que
frente a una primera interaccion de la barrera placentaria-T. cruzi, hay una respuesta
efectora rapida, a 4 y 24 h, mediada por NO y ROS que busca eliminar el parasito,
como se mostro en los ensayos de sobrevida en sobrenadantes de cultivos de BeWo
ST. También se demostré que el STB, que es la estructura trofoblastica que primero
interacciona con el parasito, tiene una respuesta inmune innata mayor y tiene mayor

resistencia a la infecciéon que CTB.

Se ha descripto que T. cruzi comienza con una invasion a las células humanas
dentro de los 15 minutos posteriores a la unién, y se encuentra encerrado por una
porcién de la membrana de la célula hospedera (vacuola parasitéfora). A las 4 horas
después de la infeccion, el parasito comienza a transformarse del tripomastigote
infeccioso al amastigote intracelular; sale de la vacuola parasitofora alrededor de 8 h
post-infeccion. El parasito completa su transformacion a amastigote en 24 horas y
comienza a replicarse alcanzando su mayor division a las 72 h post-infeccion.
Alrededor de 96 h post-infeccidn, el parasito comienza la transformacion a la forma
tripomastigote, que luego escapan de la célula para comenzar un nuevo proceso de
infeccion (Houston-Ludlam y col., 2016; Liy col, 2016). Se ha reportado en fibroblastos
de piel que, acompafando los procesos de infeccion, las células responden
expresando en una primera etapa, hasta las 24 h, genes que regulan metabolismos
como glicolisis, oxidaciéon y sintesis de acidos grasos (Li y col, 2016). Posterior a la
transformacién en amastigote y al aumento de la replicacion, hay una mayor expresion
de genes relacionados al sistema inmune del huésped como TNFa e IL-8 (Houston-
Ludlam y col., 2016). En la bibliografia actual no se encuentran estudios sobre el
proceso infeccioso en el tejido placentario que comprendan la invasion y la

multiplicacién parasitaria.
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Los resultados de este trabajo de tesis indican que las células BeWo y BeWo ST
tienen la capacidad de infectarse de la misma manera que otras células humanas
(Houston-Ludlam vy col., 2016; Li y col, 2016), pasando por los procesos de invasion
hasta 24 h y posteriormente, un aumento en el nimero de amastigotes por célula a las
72 h que aumenta de 0,05 a 0,4 en BeWo ST y 0,05 a 1,2 en BeWo. A partir de las 48
h se visualizaron nidos de amastigotes, cada nido contenia entre 20-30 amastigotes,
una diferencia significativa con los encontrados en el tejido placentario (3-5
amastigotes por nido) sugiriendo que el tejido placentario tiene mayor resistencia a la
infeccién que las células del trofoblasto aisladas. Inclusive es posible observar un
aumento de tripomastigotes moviles en el sobrenadante de cultivo luego de 72 h de
células BeWo y BeWo ST. Como se menciond, el nivel de infeccion en BeWo y BeWo
ST es diferente, las células que forman estructuras similares a STB se infectaron 3
veces menos que las similares a CTB. Una sensibilidad similar a la infeccién por T.
cruzi se reportd en trabajos previos de nuestro laboratorio utilizando el modelo de
aislados de STB de placentas humanas infectados in vitro (Diaz-Lujan y col., 2012). El
sincitiotrofoblasto como elemento de la barrera placentaria, forma una barrera epitelial
fisica, sin complejos de union, que participa en la inmunidad innata y las células BeWo
ST se estructuran de manera similar formando una masa citoplasmatica multinucleada
por fusion de células BeWo, como se demostrd con la marcacion con desmoplaquina.
Como modelo in vitro de STB, las células BeWo ST poseen la capacidad de responder
frente a un patégeno. Coincidiendo con lo que se observo en los ensayos de sobrevida
del parasito en medios de cultivo condicionados de estas células BeWo y BeWo ST, se
demostré que los parasitos poseen una menor sobrevida en los sobrenadantes de
BeWo ST, lo que podria sugerir que estas estructuras, con caracteristicas de STB,
responden de manera mas activa frente a la infeccién al participar en la inmunidad

innata.

Las células del STB son las primeras que se enfrentan al T. cruzi durante la
invasion y durante la replicacion se liberan tripomastigotes al medio que vuelven a
interaccionar con las células trofoblasticas, reactivando posiblemente la respuesta
inmune innata propia de una barrera epitelial. En cuanto a la respuesta frente al
proceso de infeccion del T. cruzi en células BeWo y BeWo ST se encontré que TNFa e
IL-18 se mantienen aumentados significativamente durante la invasion y la
multiplicacién parasitaria. Esto podria deberse, a que el trofoblasto es la primera
barrera inmune y posee TLRs que le permiten responder frente a patégenos presentes
en la circulacion materna, secretando mediadores inmunolégicos (Heerema-

McKenney, 2018) como los analizados en esta tesis. Sin embargo, en relacion a IFNy
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e IL-10 no se detecto diferencias significativas con el control sin infeccion en células
BeWo y BeWo ST durante los procesos de invasion y replicacién del parasito. En
concordancia con estos resultados la infeccion de células BeWo con T. gondii o con P.
falciparum no se demostraron diferencias en la secrecion de TNFa, IL-13, IFNy e IL-10
en relacion a las no infectadas (Vasquez y col., 2013; Castro y col., 2013; Barbosa y
col., 2015). Cabe destacar que, segun la bibliografia consultada, los trabajos donde
estudian la infeccion por patégenos en células BeWo solo son en BeWo basales, no se
analiz6 en BeWo ST. Nuestros resultados provienen de ensayos donde se trabaj6é con
un modelo de células BeWo y BeWo ST infectadas con tripomastigotes, donde se
encontraron diferencias entre ellas. Al analizar la produccién de NO, se encontré un
aumento significativo en BeWo ST infectadas, durante los procesos de replicacion del
parasito, se determiné un aumento del 40% en BeWo ST respecto a BeWo, estos
resultados se condicen con lo encontrado en los procesos de invasion en otras células
infectadas con T. cruzi (Houston-Ludlam y col., 2016). Esta diferencia podria deberse
a que siendo el NO un efector de la respuesta inmune, estaria aumentado su
secrecion para eliminar los nuevos tripomastigotes liberados al medio por las células

luego de la replicacién parasitaria intracelular.

En este trabajo de tesis se analizaron los procesos de invasion y replicacion
dentro del tejido placentario. En los ensayos realizados en explantos placentarios a 24
h de cultivo se encontré infeccion parasitaria, sin diferencia entre las 4 y 24 h. Esto
puede ser debido a que durante estos tiempos el parasito ingresé y sufrié
transformacion de tripomastigote a amastigote, pero no llegé a replicarse. Se observé
una caida significativa en los parasitos moviles en el sobrenadante de cultivo
infectado, pudiendo deberse a la invasioén del parasito al tejido placentario o al efecto
deletéreo de NO y ROS en los sobrenadantes de cultivo. Durante el lapso de 16-24 h
de infeccion, se observo un aumento leve en la carga parasitaria dentro del tejido pero
la caida en los parasitos moéviles en el sobrenadante fue del 50%, mostrando
nuevamente como efectores de la respuesta inmune presentes en el medio de cultivo
ejercen un efecto deletéreo sobre el parasito en el espacio intervelloso. Este efecto
pudo deberse a NO y ROS, ya que en células trofoblasticas (BeWo) se reporté el
mismo resultado. En cambio, cuando se analizé la infeccion a 72 h, periodo que
coincide con la multiplicacién parasitaria, se comprobd que la carga parasitaria
aumento significativamente 3 veces respecto a lo observado durante el proceso de
invasion (24 h) detectandose nidos de amastigotes mediante tincion de ndcleos en los
citoplasmas de las células estromales del tejido placentario, la cuantificaciébn demostro

gue los nidos estaban formados por 3-5 amastigotes. Esta infeccion es menor a la
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encontrada en tejido cardiaco de ratones, donde se describieron nidos de 15-20
amastigotes (Ucan-Euan y col., 2019). Estos resultados sugieren que el tejido
placentario frente a la infeccién por T. cruzi desarrolla los mismos procesos que una
célula de mamifero (Houston-Ludlam y col., 2016), pero con una carga infecciosa

menor.

En cuanto a los mediadores que participan en el sistema inmune analizados en
los cultivos de explantos placentarios, otros autores, reportaron que T. cruzi induce un
aumento significativo de 5 a 30 veces en los niveles de IL-1B, TNFa e IL-10 durante
las primeras 2 h de infeccion en relacion al control (Castillo y col., 2017; 2018). Estos
resultados difieren con lo encontrado en este trabajo de tesis, ya que a 2 h post-
infeccion la expresion de citoquinas no mostr6 cambios respecto a los explantos sin
infectar, pero si se detectaron incrementos de estas citoquinas a partir de las 24 h
post-infeccion. Esta diferencia se podria explicar debido a que se utilizaron diferentes
kit de ELISA para deteccién de citoquinas, y diferentes cepas de T. cruzi con las que
se enfrentaron los explantos placentarios. En nuestro caso se utilizé la cepa Tulahuen
(DTU VI) y Castillo y col. utilizé la cepa Y (DTU II). Como se dijo anteriormente, cada
DTU posee caracteristicas particulares (Zingales y col., 2012). En nuestros ensayos se
analiz6 tanto la invasién como la replicacion del parasito en el tejido placentario, y se
observé que TNFa e IL-1B3 se secretaron después de 16-24 h post-infeccion con un
aumento significativo de 2-3 veces sobre el control sin infeccién, a las 48 y 72 h post-
infeccion. Al comparar estos resultados con los obtenidos en células BeWo, se
encontré que las células derivadas de trofoblasto mantienen una respuesta constante
con el tiempo de la infecciébn. En cambio al analizar la respuesta de los explantos
como modelo de barrera completa, se observa mayor respuesta durante los procesos
replicativos del parésito, pudiendo deberse a que los nidos de amastigotes se ubican
mayoritariamente en células del estroma que estan presentes en el modelo de
explanto placentario y no en las células BeWo. La liberaciéon de IFNy fue menor en
relacion con las otras citoquinas pro-inflamatorias, aunque se observé un aumento
significativo de 1,5 veces sobre el control sin infeccién, después de 48 h post-
infeccion. En relacién a citoquinas anti-inflamatorias, IL-10 aumenté su secrecién en
presencia del parasito de la misma manera que las citoquinas pro-inflamatorias, pero
la secrecién fue gradual. En procesos inflamatorios se ha atribuido el incremento de IL-
10 como modulador de la respuesta pro-inflamatoria, para evitar el dafio tisular
(Hovsepian y col., 2013). Por ultimo, no se detectaron cambios en los niveles de IL-4
en explantos placentarios frente al proceso de infeccion por T. cruzi en ninguna de las

condiciones ensayadas.
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Hasta el momento, no hay trabajos que reporten cuales son las estructuras
placentarias que responden a la infeccién por T. cruzi. En este estudio de tesis se
determiné que dentro de los componentes de la barrera placentaria, las estructuras
gue estan involucradas en la respuesta frente al parasito son el STB y las células
estromales. Ciertamente el incremento de TNFa, IFNy, IL-18 e IL-10 generado por la
infeccion parasitaria se localizdé principalmente en las células del STB y células
estromales. El aumento similar de estas citoquinas detectado en el sobrenadante de
cultivo de los explantos placentarios sugiere que durante la gestacion estas moléculas

se liberarian al espacio intervelloso.

En resumen se demostré que las células BeWo y BeWo ST (como modelo de
estructuras trofoblasticas) es la primera que entra en contacto con el parasito que se
encuentra en la sangre materna, responde mediante la expresion de efectores y
mediadores inmunoldgicos de un modo constante durante los procesos de invasion y
replicacién del T. cruzi. En cambio, los explantos (como modelo de barrera placentaria
completa), muestran un aumento del numero de amastigotes en el estroma placentario
con el comienzo de la replicacién y podrian ser estas células estromales las que
generan la respuesta pro-inflamatoria significativa que se observé a 48-72 h post-
infeccion, con una compensaciéon anti-inflamatoria mediada por IL-10, posiblemente
para evitar el dafio tisular, como el que pudieran causar algunos efectores tales como
MMP-9, NO y ROS.

La respuesta inmune materna posee un rol muy importante en la transmision
congénita del T. cruzi (Volta y col., 2016; Bustos y col., 2019). Se ha observado que
una respuesta innata disminuida con una liberacion de IFNy y TNFa bajos, se asocia a
transmision congénita. También se ha reportado aumento de IL-1B, IFNy y TNFa en
madres infectadas con T. cruzi no trasmisoras (Garcia y col., 2008; Cuna y col., 2009;
Mayer y col., 2010; Fretes y Kemmerling, 2012; Voltay col., 2016; Bustos y col., 2019
Ademas se demostré que en la infeccién por T. cruzi, macrofagos, NK, linfocitos Ty B
producen citoquinas pro-inflamatorias como el IFNy, TNFa, IL-12 y NO (Junqueira y
col., 2010; Gutierrez, 2011). Resultados de esta tesis mostraron aumentos de IL-1p,

IFNy y TNFa, en el tejido placentario infectado.

Teniendo en cuenta resultados propios y lo descripto en la bibliografia en
estudios in vivo en circulacién materna de madres infectadas no trasmisoras sobre la
importancia de un ambiente pro-inflamatorio, se analiz6 lo que sucedia con la invasion
y replicacion del parasito en un medio pro-inflamatorio. Considerando lo reportado se

esperaba que un perfil pro-inflamatorio disminuyera la carga parasitaria presente en
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los explantos, sin embargo el tratamiento de los explantos placentarios con la citoquina
pro-inflamatoria IFNy no mostro diferencias significativas en la carga parasitaria de los
cultivos tratados durante la invasion y replicacion en relacion a los no tratados. Esto
podria deberse a que los ensayos se realizaron utilizando placentas del ultimo
trimestre de gestacion, donde hay una predominancia a un perfil TH1 (Mor y col.,
2017), si bien al ser de cesareas no ha comenzado el trabajo de parto donde la
respuesta pro-inflamatoria esta aumentada. Cabe aclarar que debido a la legislacién
Argentina es dificil conseguir placentas humanas de segundo trimestre de gestacion
para realizar los experimentos. Resultados coincidentes fueron reportados por otros
autores empleando células BeWo tratadas con IFNy y posteriormente infectadas con
T. gondii durante 24 h (Barbosa y col., 2015). Sin embargo, la infeccion de células
HeLa previamente tratadas con IFNy fue menor respecto a las no tratadas, siendo una
posible explicacion el tipo celular (Oliveira y col., 2006). El tratamiento con IFNy de
células BeWo y Hela previo a la infeccién por N. caninum tampoco mostré diferencias
entre las tratadas y no tratadas (Carvalho y col., 2010). En nuestro modelo de

explantos placentarios, el tratamiento con IFNy no alter6 la carga parasitaria.

Se ha descripto que la infeccién de macréfagos por T. cruzi requiere de IFNy a
los fines de activar la respuesta inmune (Gutierrrez, 2011). Frente a la infeccion por T.
cruzi, los macrofagos producen citoquinas (principalmente TNFa, IL-12) y efectores
inflamatorios como NO. Se describié que junto a otras citoquinas como IL-10 y TGFf
regulan la activacién de los macréfagos generando una respuesta inflamatoria local
que controla la proliferacion o el dafio sobre los parasitos (Junqueira y col., 2010;
Gutierrrez, 2011; Dutra y col., 2014). En este trabajo de tesis, se demostré que el
tratamiento con IFNy induce un aumento significativo de TNFa en los cultivos de 72 h
de los explantos placentarios con y sin infeccion parasitaria. En relacion a IL-10, la
presencia del parasito indujo un aumento de la citoquina a las 72 h post-infeccion pero
no se encontrd diferencias con el tratamiento. Se ha reportados que las células BeWo
tratadas con la misma concentracion de IFNy e infectadas con T. gondii durante 24 h
no modificaron la secrecion de TNFa ni de IL-10 (Barbosa y col., 2015), sugiriendo que
en el efecto observado en los explantos placentarios participarian otros componentes
de la barrera placentaria. Por otro lado, en nuestros ensayos, el IFNy disminuy6 la
secrecion de IL-1B en los explantos infectados en relacion a los no tratados, otros
autores reportaron que macrofagos y células dendriticas estimuladas con IFNy
bloguean la produccion de IL-1B (Eigenbrod y col., 2013). En relacién a la produccion
de IL-4, el tratamiento con IFNy no generd cambios en la secrecién de la misma. En

las condiciones ensayadas, el ambiente pro-inflamatorio generado por el agregado de
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IFNy no llega a ejercer un efecto limitante del crecimiento del parasito suficiente para

disminuir la carga parasitaria en forma significativa en el tejido placentario.

Esos resultados indican que el tratamiento con IFNy favorece una respuesta pro-
inflamatoria, pero cuando el explanto se infecta y T. cruzi entra en un proceso de

replicacion, la respuesta tiende a balancearse hacia un perfil anti-inflamatorio.

Se ha reportado en macrofagos que la enzima NOSi cataliza la bio-
transformacién de L-arginina produciendo NO vy citrulina. Esta enzima es inducida por
citoquinas como TNFa, IFNy e IL-12 (Stempin y col., 2007). Ademas se demostré que,
los macréfagos activados alternativamente no producen NO a partir de L-arginina, en
virtud de la induccion de la enzima arginasa, que destruye L-arginina comprometiendo
la capacidad de los macrofagos para eliminar patdogenos intracelulares. En este tipo de
macrofagos la activacion de la enzima arginasa genera urea y ornitina, y finalmente
poliaminas y prolina, metabolitos facilitadores de la multiplicacion de patégenos. Este
proceso esta acompanado de secrecion de IL-10 y TGFB. Estos macrofagos, han sido
identificados en tejidos como pulmdn y placenta (Kropf y col., 2007). Este fenotipo de
activacion alternativa de macrofagos, puede ser aprovechado por varios
microorganismos y por células tumorales para persistir y proliferar en el hospedero (Liu
y col., 2018; Orecchioni y col., 2019). Particularmente se reportd que macréfagos
activados alternativamente por Cz y luego infectados con T. cruzi incrementan el
namero de parasitos (Stempin y col., 2002). En nuestro modelo experimental, el tejido
placentario tratado con IFNy responde de una manera dicotomica con el transcurso de
la infeccién. En la etapa de invasién hay un aumento de citoquinas pro-inflamatorias y
en las etapas de replicacion se balancea a un equilibrio anti-inflamatorio, pudiendo
favorecer la multiplicacién del parasito en el estroma de los explantos. Otros autores
han observado en macréfagos que un aumento de IL-10 y TGFB, inducido por Cz,
favorece un desplazamiento del metabolismo de L-arginina, disminuyendo NO e
induciendo la produccion de ornitina y urea y de esta manera favoreciendo la
replicacion parasitaria (Stempin y col., 2002). Nuestros resultados en un modelo de
tejido placentario tratado con IFNy e infectado con tripomastigotes, muestran un
aumento de IL-10 durante el proceso de replicacién parasitaria. Diferentes autores
describieron que un balance entre citoquinas anti-inflamatorias (IL-10 y TGF-B) y pro-
inflamatorias (TNFa y IL-12) al comienzo de la infeccion con T. cruzi, seria crucial para
permitir la instalacion del parésito. En este trabajo de tesis se demostré que en los
explantos placentarios tratado con IFNy se produce un mecanismo similar de evasion

de la respuesta pro-inflamatoria por el parasito lo cual favorece su supervivencia. Se
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demostré que a las 72 h post-infeccion hubo una disminucién significativa del 25% de
NO cuando los explantos son tratados con IFNy e infectados, en relacién al control. A
su vez, se reportdé un aumento significativo de 3 veces sobre el control en la liberacion
de urea cuando los explantos son tratados con IFNy e infectados. Estos resultados
sugieren que la disminucion de nitritos se debe a un mecanismo mediado por
arginasas, disminuyendo la concentracibn de NO, con un desplazamiento del
metabolismo de L-arginina hacia la produccién de urea y metabolitos favorecedores de
la multiplicacién parasitaria. Resultados que podrian explicar la carga parasitaria

medida en los explantos placentarios tratados con IFNy e infectados con T. cruzi.

Como se menciond, una respuesta innata disminuida en madres gestantes
infectadas con una liberacion de IFNy y TNFa bajos, se asocia a la transmision
congénita de T. cruzi (Carlier y Truyens, 2015; Bustos y col., 2019). Diferentes
microorganismos poseen pequefias moléculas como PAMPs que pueden unirse a sus
receptores TLRs y activar una serie de cascadas intracelulares que terminan en la
translocacion de JNK y NF-kB al nucleo, lo que induce la expresiéon de TNFa, IL-1, IL-
12, NO y moléculas co-estimuladoras. Ademas, PAMPS, NLR, NOD1 y NOD2 pueden
activar NF-kB después de la escision de IL-1B, IL-33 e IL-18 en respuesta a los
amastigotes de T. cruzi presentes en el citoplasma (Gutiérrez, 2011; Hovsepian y col.,
2013). A su vez, en explantos placentarios se observé que infecciones con T. cruzi de
la cepa Y durante 2 h activa los TLR y aumenta la expresion de IL-13, TNFa, IL-6, IL-8
e IL-10 (Castillo y col.,, 2017). También se demostr6 en explantos placentarios
utilizando un modelo de infeccién de 10 min con 10° tripomastigotes de la cepa Y, que
tanto la via clasica como la alternativa del NF-kB se activan en presencia del parasito
(Liempi y col., 2019). Resultados de esta tesis mostraron aumentos de IL-13, IFNy y
TNFa, en el tejido placentario infectado durante el proceso de multiplicacion
parasitaria. Teniendo en cuenta estos antecedentes y los propios resultados de la
tesis, se analizé en los explantos placentarios el efecto de la disminucion del perfil pro-
inflamatorio, mediante la regulacion de la via del NF-kB con SULF y NAC, previo y
durante la infeccién con T. cruzi. Sulfasalazina, inhibidor de la via clasica del NF-kB,
tiene la capacidad de prevenir la fosforilacion IkB vy, por lo tanto, su degradacion y
translocacion de NF-kB al nucleo (Dharane y col., 2010). Por su parte, NAC actla
eliminando intermediarios reactivos de oxigeno y bloquea la via clasica de activacion
de NF-kB (Lappas y col., 2004). Se ha demostrado, que en el tejido placentario SULF
y NAC mitigan la actividad de NF-kB resultando en la disminucion de moléculas
pertenecientes a la cascada de activacion de este factor de transcripcion (Lappas y

col., 2002; 2004). Las concentraciones usadas de ambos farmacos en nuestros
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ensayos se ha reportado que tienen la capacidad de bloguear el NF-kB (Lappas y col.,
2002; 2004). En nuestro modelo experimental de explantos placentarios infectados con
T. cruzi durante 72 h, se pudo determinar que el bloqueo de NF-kB disminuye la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias como TNFa e IL-1 tanto con presencia o
no del T. cruzi como con LPS, y que SULF ejerce un efecto mas inhibitorio que NAC.
Los resultados obtenidos en los cultivos controles (sin infeccion), concuerdan con los
obtenidos por Dharane y col. quienes reportan una disminucién de citoquinas pro-
inflamatorias (Dharane y col., 2010). En cuanto a IL-10, se observé un comportamiento
similar a TNFa e IL-1B. Si bien la produccién de IL-10 en la infeccién por T. cruzi no
esta determinada por la via del NF-kB (Silva y col.,, 2010; Gutierrez, 2011). La
disminuciéon de TNFa e IL-1B pudo favorecer la replicacion del parasito, ya que se
encontré un aumento entre 1,86 y 1,60 veces en la carga parasitaria en los explantos
tratados con SULF o NAC, respectivamente, en relacibn a los controles sin
tratamiento. Los resultados de este ensayo, coinciden con lo encontrado por Liempi y
col., en explantos placentarios al inhibir la via clasica (mediante el uso de BAY) y la
alternativa (mediante el uso de isoquinoline-1, 3 (2H, 4H) — dione) del NF-kB durante 2
h previo a la infeccién con T. cruzi de la cepa Y, la carga parasitaria aumentaba entre
1,50-1,75 veces en relacion al control sin tratamiento (Liempi y col., 2019). Si bien la
infeccion placentaria por T. cruzi esta regulada por una variedad de factores, se puede

concluir gue moléculas activadas por la via del NF-kB participan en este mecanismo.

Los datos obtenidos en esta tesis indican que los distintos componentes de la
barrera placentaria y las moléculas activadas por la via del NF-kB, participan en la
regulacién de la infeccién por T. cruzi. Los resultados indican que las células del CTB y
STB son las que responden tempranamente durante la invasion y mantienen la
respuesta durante el proceso de replicacion del parasito, mediante la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias como TNFa e IL-13. Se observé una menor infeccion de
las células similares a STB (BeWo ST) pudiéndose deber al aumento de secrecion de
NO y ROS que ejercen un efecto deletéreo sobre el parasito. Por otro lado, se
estableci6 que son las células estromales ubicadas en zonas mas internas de la
barrera placentaria, quienes alojan los nidos de amastigotes durante los procesos de
replicacién del parasito. Durante este proceso se demostré que la produccién de
TNFa, IFNy e IL-1B en explantos placentarios, estd aumentada, sugiriendo que las
células estromales son quienes responden activamente durante el proceso replicativo
del parasito. Tanto los explantos placentarios como las células trofoblasticas en
cultivo, generan una fuerte respuesta pro-inflamatoria a los fines de eliminar el T. cruzi

pero esto podria traer aparejado injuria sobre el tejido placentario, de acuerdo a
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nuestros datos con aumento en la secrecion de NO y ROS, y la activaciéon de MMP-9.
Es por ello, que posiblemente el aumento de IL-10 observado intenta compensar este
proceso dafino, ya que, esta citoquina posee funciones proliferativas y anti-
apoptéticas. Se demostré que IL-4 e IL-6 no participan en la respuesta frente a la
infeccion del tejido placentario por T. cruzi siendo esta Ultima altamente expresada por
el tejido en condiciones no infectivas. El analisis de los mediadores inmunoldgicos
durante la invasién y replicacion del parasito en el tejido placentario tratado con IFNy
demostré principalmente secreciéon de TNFa. Se observd un aumento de IL-10 como
posible modulador de la respuesta pro-inflamatoria generada por TNFa. Se hipotetizd
un mecanismo de evasion por parte del parasito para evitar el efecto deletéreo
generado por liberacién de NO. Sin embargo, se detectd una disminucion de NO con
aumento de urea, sugiriendo la existencia de un mecanismo de respuesta mediado por
arginasas. Por el contrario, la infeccion de los explantos placentarios por T. cruzi en un
medio con disminucién de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa e IL-1, originado por
la reduccion de la actividad del factor NF-kB, mostré un consecuente aumento en la
carga parasitaria durante el proceso de replicacion del parasito. Esto sugiere que las
citoquinas pro-inflamatorias reguladas por la via clasica del NF-kB, limitan la infeccion
por T. cruzi. Estos datos podrian explicar que el perfil inmunoldgico observado en
circulacion materna de madres chagasicas transmisoras y no transmisoras, provienen
de mecanismos inmunes que se producen en los diferentes componentes de la barrera
placentaria durante los procesos de invasion y replicacion del T. cruzi, aspecto
novedoso ya que, el origen de los cambios en las citoquinas en sangre materna es
desconocido. Nuestros resultados indican que la placenta aporta citoquinas al pool de
citoquinas producidas por las células del sistema inmune en madres gestantes

infectadas con T. cruzi.

La respuesta inmune de la mujer pasa por diferentes cambios durante todo el
proceso de embarazo, y en el caso de una infecciébn por T. cruzi, se requiere la
generacion de una respuesta inmune controlada que reconozca y elimine el parasito,
siempre limitando el dafio a la placenta y disminuyendo el riesgo de aborto o parto

prematuro.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis de acuerdo a los objetivos

planteados permiten concluir que:

Moléculas efectoras de la respuesta inmune durante el proceso de invasion del

T. cruzi en el tejido placentario y la linea celular BeWo derivada de trofoblasto.

Durante el proceso de invasion del tejido placentario con las formas infectivas
de T. cruzi, se observdO un aumento en la activacion de MMP-9 y en la
expresion de reguladores inmunes, como MIF.

Las células BeWo con caracteristicas de STB, se infectaron significativamente
menos que las células BeWo con caracteristicas de CTB, con un aumento de la
produccion de NO y ROS.

La respuesta observada tanto en tejido placentario como en las células BeWo
podria tener un efecto deletéreo en la sobrevida del T. cruzi y, paralelamente,
mediar alteraciones en el tejido placentario; ya que, se ha informado, que
MMP-9, ROS y NO pueden causar dafios en la matriz extracelular o membrana

basal de la barrera placentaria.

Determinacion de citoquinas y 6xido nitrico durante los procesos de invasiéon y

multiplicacion del T. cruzi en el tejido placentario y la linea celular BeWo

derivada de trofoblasto.

El tejido placentario y las células BeWo son capaces de infectarse por T. cruzi,
donde la forma tripomastigote invade a la célula del hospedador, luego dentro
de la célula se replica con posterior formacion de nidos de amastigotes y
finalmente se liberan las formas infectivas al sobrenadante de cultivo.

Las células BeWo durante la invasion y la replicacion del T. cruzi responden
secretando TNFa e IL-1B. En el tejido placentario, con el comienzo de la
replicacion y aumento de amastigotes en el estroma placentario estas células
originan una respuesta pro-inflamatoria significativa produciendo NO, TNFaq,
IFNy e IL-1B observada a 48-72 h post-infeccion acompafada por un aumento
de IL-10.

Dentro de los componentes de la barrera placentaria, las estructuras
involucradas en la respuesta inmune al pardsito son el sincitiotrofoblasto y

algunas células estromales.
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Efecto del tratamiento con IFNy en la infeccion del tejido placentario por T. cruzi.

El tratamiento de los explantos placentarios con IFNy produjo un aumento de
TNFa durante los procesos multiplicativos del parasito.

La carga parasitaria no disminuyé en relacion a los explantos no tratados con
IFNy. Esto podria deberse a un mecanismo de evasién por parte del parasito
por via de las arginasas, como sugiere el aumento de IL-10 y urea, y la

disminuciéon de NO en los sobrenadantes de cultivo tratados e infectados.

Efecto de la regulacion de la actividad del factor de transcripciéon NF-kB en la

infeccion del tejido placentario por T. cruzi.

El tratamiento de los explantos placentarios con SULF y NAC produjo una
disminucion significativa de TNFa, IL-1B e IL-10.

La inhibicién de la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias sugiere que éstas
podrian estar participando en el aumento significativo de la carga parasitaria,
en relacion a los explantos control.

Si bien la infeccidon placentaria por T. cruzi esta regulada por una variedad de

factores, podemos concluir que la via del NF-KB patrticipa en este mecanismo.

Por todo ello, en este trabajo de tesis se concluye que el T. cruzi tiene la

capacidad de infectar el tejido placentario, pasando por estadios de invasion y

multiplicacién, y como consecuencia, se genera una respuesta pro-inflamatoria

regulada por la via del NF-KB, producida por componentes de la barrera placentaria,

principalmente, células del trofoblasto y del estroma. Esta respuesta pro-inflamatoria

es deletérea para el parasito pero también puede llegar a ser dafina para el tejido y

por eso se genera una respuesta compensatoria para disminuir el dafio. Si el proceso

infeccioso se da en un ambiente pro-inflamatorio previo, hay un aumento de TNFa

pero no alcanza a disminuir la carga parasitaria, pudiendo deberse a un mecanismo de

evasion por parte del parasito por via de las arginasas, para favorecer su sobrevida.
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ANEXOS




CONSENTIMIENTO INFORMADO

Declaro que se me ha informado de manera completa los detalles de la
investigacion. Que me invitan a participar porque mi parto, por causas obstétricas, sera
realizado por cesarea. Entiendo que soOlo estoy donando la placenta luego del
alumbramiento para el Unico fin expresado (conocer los mecanismos de trasmision de la
enfermedad de Chagas). Comprendo que no tendré beneficio alguno por participar como
tampoco riesgos para mi o el bebé y que si decido no participar en nada cambiara la
atencion que reciba. Se me ha informado que los investigadores no intervienen en
absoluto en el procedimiento de la cesarea. Acepto que todos los datos solicitados y
obtenidos sean almacenados de manera totalmente an6nima en una base de datos y que
los investigadores podran publicar o presentar en reuniones cientificas los resultados de
la investigacion, conservando dicho anonimato. Puedo solicitar que mis datos sean
retirados de la investigacion cuando lo desee y no verme por ello perjudicada.

Finalmente, he tenido posibilidad de hacer preguntas que me fueron respondidas
a entera satisfaccion y por ello doy mi consentimiento para participar de manera LIBRE
Y VOLUNTARIA

Fecha Firma voluntaria Nombre y Apellido

Firma del Investigador Nombre y Apellido

149



RESOLUCION COMITE ETICA HOSPITAL DE CLINICAS
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1. Datos y caracteristicas del estudio

1 |Titulo de la investigacién Caracterizacion  inmunolégica de la
resistencia o susceptibilidad placentaria
ante la infeccién por Trypanosoma Cruzi,
agente causal de la transmisién congétita

del Chagas.
2 |Institucién donde se llevara |Instituto de Biologia Calular, INICSA -
a cabo el estudio CONICET, FCM - UNC

3 |Autoridad responsable de |Prof. Dr. Aldo R. Eynard
la institucién o Director de
tesis (seguin corresponda)

4 |Investigador responsable |Prof. Dr. Ricardo Fretes

5 |Tipo de investigacién Investigacion basica experimental

2. Resolucién final

El CEHNC, en reunién plenaria, ha decidido aprobar el protocolo de referencia
registrado seglin consta en el Libro de Actas de este comité con fecha 27 de agosto
de 2015.

La investigacion cumple con las -disposiciones y regulaciones provinciales y
nacionales que salvaguardan los derechos de los participantes en investigacién
clinica.

Se comunica al investigador principal deberéa notificar a este Comité:

o El inicio de la ejecucién del estudio dentro de las 72 horas (mediante el
formulario correspondiente).

0 Los eventos adversos serios dentro de los 10 (diez) dias habiles de ocurrido

. el evento. )

‘0 La suspensi6n o cancelacion del estudio de manera inmediata.

0 El reporte de avance anualmente donde incluird el estado de progreso del
protocolo y cualquier otra situacién que modifique el curso de la
investigacion y/o revista mayor seguridad para los participantes.

0 Las enmiendas al protocolo de manera oportuna y para su aprobacién.
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PRESENTACIONES A CONGRESOS DE RESULTADOS DE TESIS DOCTORAL
PRESENTACIONES ORALES

XXX Reunién Anual de la Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias.
SIMPOSIO Internacional de Biologia Celular y Molecular de la Enfermedad de Chagas (SAP
2018).

Lugar y fecha: 1 al 3 de noviembre de 2016, Resistencia, Argentina.

Titulo trabajo: “Trypanosoma cruzi infection in human placentas in vitro ex vivo induces the
production of pro-inflammatory cytokines”

Autores: Benizio, E; Triquell, MF; Moreira-Espinoza, MJ; Mezzano, L ; Piegari, M; Diaz-Lujan,
C; Fretes, RE

XXVIII Reunién Anual de la Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias.
SIMPOSIO Internacional de Biologia Celular y Molecular de la Enfermedad de Chagas (SAP
2016).

Lugar y fecha: 26 al 28 de noviembre de 2016, Santa Fe, Argentina.

Titulo trabajo: “INFECCION POR Trypanosoma cruzi EN PLACENTAS HUMANAS IN VITRO
EX VIVO INDUCE LA PRODUCCION DE MIF, MMP-9 Y TNFa”

Autores: BENIZIO, Evangelina; TRIQUELL, Maria Fernanda; MOREIRA ESPINOZA, Maria
Jose; VARA-MESSLER, Marianela;, MEZZANO, Luciana; PIEGARI, Mariana: CORRAL,
Ricardo; FRETES, Ricardo; DIAZ- LUJAN, Cintia M.

PRESENTACION DE POSTERS

| Congreso Internacional de Avances en Salud Humana

Lugar y fecha: 25 y 26 de octubre de 2018, Villa Maria, Argentina

Titulo trabajo: “AUMENTO DE LA PRODUCCION MMP-9 Y TNFa EN CULTIVO DE
PLACENTAS HUMANAS IN VITRO EX VIVO FRENTE A TRYPANOSOMA CRUZI”

Autores: Benizio, Evangelina; Triquell, Maria F.; Moreira-Espinoza, Maria J.; Diaz-Lujan,

Cintia; Fretes, Ricardo

Reunion conjunta de las sociedades de Biociencias 2017.

Lugar y fecha: 13 al 17 de noviembre de 2017, Buenos Aires, Argentina.

Titulo trabajo: “EFFECT OF Trypanosoma cruzi INFECTION IN TROPHOBLAST CELLS
(BEWO CELL LINE).”

Autores: Benizio, E; Triquell, MF; Moreira-Espinoza, MJ; Vara-Messler, M; Mezzano, L; Piegari,
M; Diaz-Lujan, C; Fretes, R.

Publicado en Revista medicina 2017. BUENOS AIRES VOL. 77 Supl. | - 2017. ISSN 1669-9106

SLIMP 2017- Latin American Society for Maternal Fetal Interaction and Placenta.
Lugar y fecha: 11 al 13 de abril 2017, Puerto Varas, Chile.
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Titulo trabajo: “TRYPANOSOMA CRUZI INFECTION IN HUMAN PLACENTAS IN VITRO EX
VIVO INDUCES THE PRODUCTION OF MMP-9 AND PROINFLAMMATORY CYTOKINES”
Autores: BENIZIO, Evangelina; TRIQUELL, Maria Fernanda; MOREIRA ESPINOZA, Maria
Jose; VARA-MESSLER, Marianela; MEZZANO, Luciana; PIEGARI, Mariana: CORRAL,
Ricardo; FRETES, Ricardo; DIAZ- LUJAN, Cintia M.

Publicado en Placenta. 2017. 51: 124-125.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.placenta.2017.01.089

VIl Jornada de Investigacion Cientifica JIC 2016 (JIC 2016).

Lugar y fecha: 19 de octubre de 2016, Cordoba, Argentina.

Titulo trabajo: RESPUESTA PRO-INFLAMATORIA FRENTE A INFECCION POR Trypanosoma
cruzi EN MODELO DE PLACENTAS HUMANAS in vitro ex vivo.

Autores: Benizio, E; Moreira Espinoza, MJ; Triquell, MF; Mezzano, L; Piegari, M; Diaz-Lujan,
C; Fretes, R.

Tercer Reunion Conjunta de Sociedades de Biologia de la Republica Argentina

Lugar y fecha: 9,10 y 11 de septiembre de 2015, San Miguel de Tucuman, Argentina.

Titulo trabajo: Respuesta de células trofoblasticas (linea celular BeWo) en presencia de
infeccién por Trypanosoma cruzi.

Autores: BENIZIO, Evangelina; MOREIRA ESPINOZA, Maria Jose; TRIQUELL, Maria
Fernanda; MEZZANO, Luciana; PIEGARI, Mariana; DIAZ-LUJAN, Cintia; FRETES, Ricardo E.
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