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RESUMEN

Nanoparticulas de plata (AgNPs) fueron obtenidas mediante sintesis natural a partir de
un extracto de achicoria (Cichorium intybus) para probar su efecto parasiticida sobre epimasti-
gotes y tripomastigotes de la cepa Y de Trypanosoma cruzi (Tcll). La produccion de AgNPs
se realiz6 mediante reacciones de oxido-reduccion a partir de nitrato de plata (AgNOs). Se
caracterizaron el tamafio medio y concentracion de las nanoparticulas obtenidas. Se ensayo la
citotoxicidad sobre la linea celular Vero proveniente de mono verde africano (Cercophitecus
aethiops) mediante la técnica de captacion del rojo neutro. La actividad en epimastigotes se
evalué mediante la exposicion durante 96 h a diluciones seriadas de AgNPs a partir del nivel
de maxima concentracion no citotoxica (MCNC) reportada en el test de citotoxicidad. La acti-
vidad oxidativa fue cuantificada con la sonda H,DCFDA usando espectrofluorimetria. Se rea-
lizo6 microscopia de fluorescencia sobre los epimastigotes tratados con la ICso de AgNPs y
grupos control a las 96 h. La actividad en tripomastigotes se realizd con un ensayo en sangre
de ratdn obtenida a los 15 dias post infeccion. Las AgNPs producidas presentaron una absor-
bancia maxima a una longitud de ~440nm. El tamafio promedio fue de 67 nm y la concentra-
cion de 23 pM. El ensayo de captacion del rojo neutro en la linea celular Vero arroj6 un valor
de MCNC para AgNOs de 0,0007 mM (700pM) y de 3 pM para las AgNPs sintetizadas. Las
AgNPs sobre epimastigotes arrojaron un valor de ICs¢=1,153 pM para AgNPs a las 96 horas
de tratamiento, siendo la MCNC (3 pM) letal para el 100% de los parasitos. Las células pre-
sentaron dafio evidente. El control con AgNO; presentd una tasa de inhibicion absoluta. Se
observo actividad oxidativa en células expuestas a la ICs,. En la forma tripomastigote se logro
una inhibicion maxima del ~60% a la MCNC. La concentracion efectiva 50 (ECsy) fue de 2,58

pM.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; Nanoparticulas de Plata; Especies reactivas del Oxigeno;

Diclorofluoresceina.



INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas desatendidas son responsables de la muerte de mas de
medio millon de personas cada afio a nivel mundial (Nii-Trebi, 2017). Estas enfermedades
reciben poca atencion y se ven frecuentemente postergadas en las prioridades de la salud
publica.

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una afeccion parasitaria,
sistémica, cronica, transmitida por vectores y causada por el protozoario Trypanosoma cruzi,
con una fuerte vinculacion con aspectos socio-econdmico-culturales deficitarios, siendo consi-
derada una enfermedad desatendida (OPS, 2021a). Es una patologia endémica en 21 paises de
las Américas, aunque también se encuentra en paises no endémicos de América y el mundo
debido a los movimientos migratorios (OPS/OMS, 2021).

La enfermedad se transmite a través de insectos hemipteros de la subfamilia Triatomi-
nae (chinches o vinchucas), capaces de colonizar viviendas rurales, suburbanas o urbanas insa-
lubres. Se puede trasmitir también por transfusiones sanguineas (Angheben et al., 2015),
transplante de 6rganos (Pierrotti et al., 2018), por via congénita (Kemmerling et al., 2019) y
por el consumo de alimentos y bebidas contaminadas (Filigheddu et al., 2017), entre otras
(OPS, 2021b).

La transmision vectorial de la enfermedad se produce cuando los triatdminos, cuya ali-
mentacion es hematdfaga, infectan a las personas expuestas a su picadura, al depositar heces
que contienen parasitos en heridas de la piel o sobre mucosas (Monteon, 2019).

Si bien intentar un célculo aproximado de la magnitud que tiene esta enfermedad puede
arrojar resultados muy imprecisos (Guhl & Lazdins-Helds, 2007), las estimaciones mas recien-
tes de la Organizacion Mundial de la Salud preveen que hay al menos 5.742.167 infectados
solo en los paises de Latinoamérica, siendo Argentina, Brasil y México los mas afectados
(1.505.235; 1.156.821 y 876.458 personas respectivamente) (OMS, 2015).

La enfermedad recibe su nombre en reconocimiento al médico e infectologo brasilefio,
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934), quien en 1909 la describi6 por primera vez
en el pueblo de Lassance, estado de Minas Gerais, Brasil (Chagas, 1909). El trabajo de Chagas
fue especial en la historia de la medicina, por ser el tnico investigador que pudo describir por
completo una enfermedad infecciosa, es decir, el patdgeno, su vector y hospedador, las mani-
festaciones clinicas y la epidemiologia (de Haro Arteaga, 2003).Carlos Chagas fue candidato
en dos ocasiones al premio Nobel (1913 y 1920), sin embargo, no fue galardonado, pues para

esa época no se comprendia el caracter universal del descubrimiento de la tripanosomiasis
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americana, y tampoco el impacto epidemioldgico de la nueva enfermedad (Bestetti et al.,
2009).

En Argentina, el médico y bacteriélogo Salvador Mazza (1886-1946) fue el impulsor de
las investigaciones referentes a la enfermedad de Chagas al realizar campafias en el noroeste
del pais al mando de la Mision de Estudios de Patologia Regional Argentina (MEPRA), un
proyecto de extension de la Universidad Nacional de Buenos Aires dedicado a la investigacion
de un gran nimero de afecciones como la leishmaniasis, la leucemia aguda linfoide, la mala-
ria, la hidatidosis, la criptococosis, entre otras. Llegd a detectar hasta 1244 casos de tripano-
somiasis en seres humanos, y describi6 una larga lista de mamiferos que podian ser reservorio
de la enfermedad, entre los que se encontraban el perro y el gato (Mazza, 1949; Leonard,

1992).
Taxonomia

A continuacion, se detallara la ubicacion taxondmica de los organismos involucrados en
la enfermedad de Chagas (parasito e insecto vector):

Clasificacion taxonémica del parasito (Tabla 1)

Tabla 1: Clasificacion taxondmica del parasito.

Categoria Taxo6n

Dominio/Imperio Eukaryota (=Eukaria)
Supergrupo Excavata (incertae sedis)
Subgrupo Discoba (=Eozoa)
Superphylum Discicristata
Phylum Euglenozoa
Subphylum Glycomonada
Clase Kinetoplastea
Subclase Metakinetoplastina
Orden Trypanosomatida
Familia Trypanosomatidae
Subfamilia Trypanosomatinae
Género Trypanosoma
Subgénero Schizotrypanum
Especie Trypanosoma cruzi



Trypanosoma cruzi Chagas, 1909

En la sangre del hospedador mamifero es descripto como un pequeflo parasito (entre
16,3 a 21,8 um, incluyendo flagelo), con una tipica forma de “C” y un gran kinetoplasto de
aproximadamente 1,2 pm de didmetro en la region posterior. Tiene un flagelo y una membrana
ondulante con dos o tres convoluciones. Pueden distinguirse tanto formas delgadas como an-
chas de tripomastigotes. La forma intracelular denominada amastigote, se encuentra agrupada
en pseudoquistes en diversos tejidos del mamifero hospedador. A diferencia de otras especies
del subgénero Schizotrypanum, T. cruzi posee un amplio rango de hospedadores. Se encuentra
como reservorio en mas de 150 especies de mamiferos incluyendo a los murciélagos, sin em-
bargo, algunos animales como aves y reptiles no son susceptibles a la infeccion por 7. cruzi,
aunque el vector se alimente de ellos (Stevens & Brisse, 2009). Su genoma se distribuye en
pares de cromosomas homologos que puede variar en nimero y tamafio en las distintas cepas

(Zingales, 2018).
Clasificacion taxonémica del vector (Tabla 2)

Tabla 2: Clasificacion taxondmica de los insectos triatomineos.

Categoria Taxon Categoria Taxon

Dominio/Imperio Eukaryota Subclase Pterygota

Supergrupo Opisthokonta Sin rango Neoptera
Reino Metazoa Sin rango Paraneoptera

Sin rango Bilateria Orden Hemiptera
Sin rango Protostomia Suborden Heteroptera
Superphylum Ecdysozoa Infraorden Cimicomorpha

Phylum Arthropoda Superfamilia Reduvioidea
Subphylum Hexapoda Familia Reduviidae
Clase Insecta Subfamilia Triatominae

Subfamilia Triatominae Jeannel, 1919

Es una subfamilia de insectos reduvideos conocidos en el cono sur del continente americano
como vinchucas; chipos o barbeiros. Son insectos hematéfagos, es decir que se alimentan de la
sangre de vertebrados. 140 especies son reconocidas formalmente dentro de Triatominae, pro-
bablemente todas con capacidad de transmitir el parasito 7. cruzi, siendo los de mayor impor-

tancia aquéllos que se han adaptado a vivir en contacto cercano con el ser humano. La subfa-
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milia Triatominae estd constituida por cinco tribus (Schofield & Galvido, 2009). Actualmente
un gran numero de estudios apoyan la monofilia de este grupo (Monteiro et al., 2018). La ma-
yoria de las especies de triatominos (aproximadamente 135 de las 140 descriptas) se encuen-
tran exclusivamente en el Nuevo Mundo, entre las latitudes 42°N (noreste de los Estados Uni-
dos) y 46°S (Patagonia argentina) (Gorla & Noireau, 2017; Vieira et al., 2018). La distribucion
geografica estd caracterizada por poseer ciclos selvaticos y ciclos de tipo doméstico o peri-
doméstico (Groom et al., 2017). En Argentina existen registros de 17 especies de triatominos,
los cuales estan agrupados en los géneros Panstrongylus, Psammolestes y Triatoma; sin em-
bargo las especies de mayor impacto e importancia epidemiologica son aquellas pertenecientes

al género Triatoma (Fig. 1) (Ceccarelli et al., 2020).

Figura 1. Principales especies de triatominos con distribucion en la Republica Argentina

(Ceccarelli et al., 2020).

Formas celulares de 7. cruzi

Los estadios basicos de T. cruzi se pueden diferenciar por su forma, posicion del kineto-
plasto respecto del ntcleo y la region por donde emerge el flagelo (Zavala Castro, 2014; de
Lana & de Menezes Machado, 2017). De esta manera se presentan los siguientes estadios ce-
lulares (Figura 2):

Epimastigote: Es la forma replicativa, no infectiva para el ser humano o mamifero, y se
encuentra en el tracto intestinal del vector invertebrado. Es de aspecto fusiforme, con 20 a 25
pum de longitud. El cinetoplasto se localiza en la region anterior, cerca del niicleo, y el flagelo,
que se ubica en posicion anterior al nucleo, forma una pequefia membrana ondulante. Este
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estadio morfologico se multiplica por fision binaria longitudinal en el intestino de los triato-

minos para dar lugar a tripomastigotos metaciclicos.

—
AN

Epimastigote T. cruzi | Trypomastigote T. cruzi | Amastigote T. cruzi

Figura 2. Formas celulares presentes en 7. cruzi (Mufioz-Saravia et al., 2012).

Amastigote: Es la forma replicativa intracelular que se reproduce en el huésped mami-
fero. Proviene de la diferenciacion de los tripomastigotes, tanto metaciclicos como sanguineos,
y tiene la capacidad de infectar a otras células. Se multiplica por fision binaria longitudinal y
puede ser reproducida en cultivos de diferentes tipos de células de mamiferos. Posee una for-
ma redondeada llamada leishmanoide, mide de 2 a 2.5 um, su flagelo esta secuestrado dentro
de una bolsa visible, segtin lo revela el microscopio electronico, y presenta un gran nucleo y
cinetoplasto.

Tripomastigote metaciclico: Es una forma no replicativa pero infectiva para el humano
u otros mamiferos; es producto de la diferenciacion de los epimastigotes en la porcion distal
del intestino del vector por un proceso denominado metaciclogénesis. Los tripomastigotes
metaciclicos se depositan con las heces del insecto. Tienen forma alargada y miden entre 20 y
25 um de longitud. Se distinguen por presentar un ntcleo vesiculoso y hacia la parte posterior
de éste se halla el cinetoplasto, de forma casi siempre esférica. El flagelo, con su membrana
ondulante, se observa a lo largo del cuerpo del parasito y surge libremente en el extremo pos-
terior.

Tripomastigote sanguineo: Al igual que el tripomastigote metaciclico, es una forma no
replicativa pero infectiva para el insecto vector y el mamifero; es resultado de la diferencia-
cion del amastigote dentro del hospedador vertebrado; puede infectar a nuevas células o pasar

al vector invertebrado y cerrar asi el ciclo de vida del parésito.

Ciclo biologico
Su ciclo bioldgico inicia cuando el insecto vector se alimenta de la sangre de un mami-
fero infectado, la cual contiene tripomastigotes circulantes, que ingresan al aparato digestivo

del insecto (Figura 3). En el intestino del triatomino los parasitos sufren un proceso de dife-
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renciacion a epimastigotes duplicativos, para luego pasar a tripomastigotes metaciclicos. La
transformacion de un estadio replicativo no-infectivo (epimastigote) a uno no-replicativo in-
fectivo (tripomastigote) es promovida por las condiciones del microambiente intestinal del

vector (Kollien & Schaub, 2000).

Estadio en el triatomino Estadio en el ser humano

Luego de ali las chinches tri
defecan y los tripomastigotes metaciclicos en

las heces pueden ingresar al huésped por la
herida de la picadura o a través de las membranas
mucosas, como la conjuntiva de los ojos.

/

© Los epimastigotes se diferencian en
tripomastigotes metaciclicos que se
acumulan en el recto. A

Los tripomastigotes metaciclicos
penetran en varios tipos celulares.
y se convierten en amastigotes.

e Los amastigotes se
multiplican por fision
binaria dentro de las
células,

o Los epimastigotes multiplican

en el intestino medio. Los tripomastigotes

pueden infectar otras
células y transformarse
en amastigotes intracelulares.

\/ 3 A
@ Los amastigotes intracelulares

se transforman en tripomastigotes,
que salen de las células y entran
a la circulacion sanguinea.

G Los tripomastigotes sanguineos
se diferencian en epimastigotes.

A\ - Estadio infectivo
A= Estadio diagnostico

e Cuando las chinches triatominas
se alimentan ingieren
tripomastigotes sanguineos.

Figura 3. Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi. Se observa la alternancia entre el vector
triatomino y el hospedador definitivo. Fuente: Centers for Disease Control and Prevention

(CDC)

En una etapa posterior el triatomino infectado se alimenta nuevamente, y al llenarse con
sangre proveniente del mamifero defeca sobre la piel o0 mucosas del huésped depositando tri-
pomastigotes metaciclicos. Cuando el triatomino arrastra con sus patas la materia fecal, se
introducen los tripomastigotes metaciclicos por la laceracion inducida por la proboéscide del
insecto al alimentarse. Otra alternativa es que el mismo huésped se infecte a si mismo al llevar
las deyecciones a una solucion de continuidad en la piel, hacia alguna mucosa o a la conjunti-
va ocular (Zavala Castro, 2014).

En la mayoria de los animales la adquisicion del parasito se produce por la via oral, es
decir al ingerir las formas infecciosas cuando el animal rasca con su boca el lugar del cuerpo
donde se depositaron las heces de los insectos, al comer alimentos contaminados con el parasi-
to o alimentarse de insectos u otros mamiferos infectados (Jansen et al., 2017). Se ha demos-
trado que la via oral es mas efectiva para la transmision de la enfermedad que la infeccion a

través de la via dérmica (Eickhoff et al., 2013).
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Cuando la infeccion se produce por via dérmica, el parasito se introduce en el tejido ce-
lular circundante a la picadura, lugar en el cual se diferencia en amastigote, multiplicandose
por fision binaria (Monteon, 2019). Al producirse la multiplicacion en el musculo adyacente y
en las células de la dermis, se origina un nédulo inflamatorio, el chagoma, el cual puede per-
sistir durante varias semanas. Después de numerosas duplicaciones, los amastigotes se dife-
rencian en tripomastigotes, que son liberados por lisis celular, alcanzando el torrente circulato-
rio, lo cual les permite invadir nuevos tejidos (Mehlhorn, 2016) En el hombre la localizacion
mas frecuente del parasito esta en las células reticuloendoteliales del bazo, higado, ganglios
linfaticos y miocardio (Pereira & Pérez, 2003). El ciclo se completa cuando un insecto vector
no parasitado se alimenta del mamifero infectado y adquiere el parasito. La transmision del
parasito también puede realizarse sin la participacion del insecto vector como ocurre en los
casos de transmision transfusional, congénita, trasplante de o6rganos y por alimentos contami-

nados.

Diversidad intraespecifica: linajes en 7. cruzi

T. cruzi presenta una gran diversidad genética y se clasifica por consenso en seis linajes
o agrupaciones denominadas Unidades Discretas de Tipificacion (DTU por sus siglas en inglés
de Discrete Typing Units)(Figura 4), enumeradas desde Tcl hasta TcVI (Zingales et al., 2009).
Posteriormente se describi6 una séptima DTU, proveniente de aislados de murciélagos
(Tcbat). La evidencia existente respalda la importancia de esta diversidad en términos de epi-

demiologia y su asociacion con las presentaciones clinicas y sus implicancias (Guhl, 2017a):

Tecl: Es la mas frecuente y ampliamente distribuida. Puede ser transmitida tanto en ci-
clos selvaticos como domésticos. Tcl esta ampliamente distribuida en todo el continente ame-
ricano, compatible con una evolucion a largo plazo (Zingales, 2018). Se ha asociado con en-
fermedades cardiacas en Colombia, Argentina, Venezuela y Brasil. Este linaje esta fuertemen-
te asociado con el ecotopo arboreo. Sus principales vectores son Rhodnius y Triatoma. Se ha
demostrado gran diversidad en Tcl (Llewellyn et al., 2009), confirmando la existencia de cua-

tro subgrupos genéticos o haplotipos (Ia, Ib, Id e Ie) (Guhl, 2017b).

Tell: Esta asociado con mayor frecuencia con ciclos domésticos. Tcll es tan antiguo
como Tcl, pero tiene una distribucion geografica mas limitada. Predomina en las regiones del
sur y centro de América del Sur. Es el principal causante de la enfermedad en la region este y
central de Brasil. Puede causar enfermedades cardiacas y digestivas, dando lugar a megasin-
dromes. Se encuentra asociado al ciclo doméstico y peridoméstico, siendo rara vez aislado del

ciclo silvestre. Su vector principal es Pastrongylus (Zingales, 2018).
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Teclll: Esta asociado con mayor frecuencia con ciclos selvaticos, implicado como causa
de brotes agudos en la cuenca del Amazonas. Se encuentra relacionado al nicho terrestre en la
region del Chaco y se reportaron pocos casos de infeccion en Colombia. Al igual que TclV es
poco comun encontrarlo en el ciclo doméstico. El principal reservorio es la mulita (Dasypus

novemcinctus) y los vectores son de los géneros Panstrongylus y Triatoma (Zingales, 2018).

EEREE e | [Tav ][ Tev [ Tov |

DOMESTIC

Figura 4. Distribucion geografica de las DTUs de 7. cruzi en el continente americano.

TelV: Se encuentra principalmente asociado con ciclos selvaticos, implicado como cau-
sa de brotes agudos en la cuenca del Amazonas. Parece tener un ecotopo arbdreo y es el se-
gundo DTU mas frecuente en Venezuela. Es endémico en América del Norte junto a Tcl, don-
de se encuentra asociado al ecotopo terrestre infectando fundamentalmente a mapaches. En
América del Sur, los primates salvajes y coaties son los principales huéspedes (Zingales,

2018).

TcV: Esta asociado con mayor frecuencia con ciclos domésticos. Puede causar enfer-
medades cardiacas y digestivas, dando lugar a megasindromes. Es la DTU mas frecuente en
Argentina, seguido de TcVI y Tcl (Quebrada Palacio et al., 2018). Ademas es el principal
causante de la enfermedad en la zona conocida como el Gran Chaco, que comprende partes de
Argentina, Paraguay, Bolivia, Chile y el sur de Brasil. Su principal vector es Triatoma infes-

tans (Del Puerto et al., 2010).

TcVI: Esta asociado con mayor frecuencia con ciclos domésticos. Pueden causar en-

fermedades cardiacas y digestivas, incluso megasindromes. Al igual que TcV, se encuentra
12



asociado al ciclo doméstico y peridoméstico en el cono sur de América Latina. En Argentina
se lo vio asociado a la infeccion de perros y gatos (Cardinal et al., 2008; Enriquez et al., 2013).
Varios estudios indican que TcV y TcVI muestran una diversidad intra-linaje minima y son

productos de distintos eventos de hibridacion (Zingales, 2018).

Tchbat: Su nombre se origind por aislados de murciélagos del centro y sudeste de Brasil,
diferenciados de las seis DTU por varios marcadores genéticos (Marcili et al., 2009). Los ana-
lisis filogenéticos apoyan a Tcbat como una DTU independiente. Esta DTU no se desarrolla en
triatominos de laboratorio, por lo que se ha inferido como vectores potenciales a insectos de la

familia Cimicidae (Zingales, 2018).

Aspectos clinicos

La enfermedad de Chagas se divide en fase aguda y fase cronica. Se considera fase agu-
da desde la infeccidon hasta que la parasitemia detectada microscdpicamente es negativa. Las
manifestaciones inician entre 7 a 10 dias desde el origen de la infeccion, y consisten normal-
mente en sintomas que se asemejan a un cuadro gripal (Tzizik & Borchardt, 2018). La fase
aguda pasa desapercibida en la gran mayoria de los casos. Ocasionalmente se pueden observar
lesiones cutaneas que indican el lugar de la picadura (chagoma de inoculacion). En otras oca-
siones se manifiesta un edema bipalpebral unilateral con conjuntivitis, conocido como signo
de Romafia (Hemmige et al., 2012). La muerte en la fase aguda es extremadamente rara y ocu-
rre en pacientes inmunodeprimidos o en etapas tempranas de la vida. Esta fase puede durar
hasta 2 meses (Echeverria & Morillo, 2019). La fase cronica inicia cuando la parasitemia de-
tectada microscOpicamente es negativa y las pruebas seroldgicas son positivas, lo que ocurre
aproximadamente 1-2 meses después de la infeccion. En esta fase la mayor parte de los pa-
cientes son asintomaticos. Sin embargo, un porcentaje variable de pacientes desarrollan com-
plicaciones décadas después de la infeccion, predominantemente con afectacion cardiaca (20-

30%), digestiva (5-20%) o mixta (5-10%) (Molina et al., 2016; Echavarria et al., 2021).

Tratamiento

El tratamiento estd basado en 2 medicamentos desarrollados hace mas de 40 afios:
benznidazol (un nitroimidazol) y nifurtimox (un nitrofurano). En la fase aguda de la enferme-
dad ambos presentan una aceptable tasa de curacion, entre el 65 y el 80% de los pacientes,
llegando a tasas por encima del 95% en los casos de transmision congénita, sin embargo, en
los casos de infeccién cronica se consiguen tasas de curacion entre el 15 y el 40% (Molina et
al., 2016). Por otra parte, ambos compuestos presentan un gran numero de efectos adversos,

como dermatitis, hipersensibilidad, pérdida de peso, colico intestinal, entre otros. Parestesias y
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sintomas de polineuritis sistémica, obligan a suspender el tratamiento (Viotti et al., 2009).
Esta toxicidad podria deberse a la dosis acumulativa y a los protocolos de tratamiento de larga
duracion (30-120 dias) ( Jackson et al., 2010; Murcia et al., 2012; Castro, 2014). Dada la baja
efectividad de los tratamientos existentes se han testeado numerosos compuestos, sin embargo,
solo el alopurinol y algunos azoles se han estudiado en ensayos clinicos, estudios observacio-

nales o casos clinicos (Sales Junior et al., 2017).

Ante este panorama y dada la eficaz actividad antimicrobiana que ha sido reportada para
las nanoparticulas metalicas (NPs), en la actualidad se viene promoviendo la aplicacion del
desarrollo nanotecnoldgico en la sintesis de NPs con caracteristicas funcionales y biocompati-
bles que les confieran la capacidad para ser utilizadas en el tratamiento de diversas enferme-
dades infecciosas en el futuro inmediato (Huh & Kwon, 2011; Zhu et al., 2014).

La actividad antimicrobiana de las NPs ha sido atribuida principalmente a su habilidad para
producir especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés de Reactive Oxygen
Species), via la reaccion de Fenton (Choi & Hu, 2008; Abdal Dayem et al., 2017). Dado que es
conocido que 7. cruzi es sensible a ROS (Paes et al., 2011), concentraciones elevadas de ROS
intracelular podrian resultar en la generacion de estrés oxidativo, y a partir de ello, conducir a
diversas disfunciones estructurales y metabolicas, lo cual podria derivar en la muerte del para-
sito por apoptosis (Davies, 2000). La toxicidad intrinseca de las NPs depende de una serie de
factores como lo son el tamafio, la forma, el area superficial, la carga superficial, la solubilidad
y el estado de aglomeracion (Avalos et al., 2013; Coutifio et al., 2017). En relacion a la toxici-
dad en mamiferos, estudios efectuados en ratones y ratas han demostrado que las AgNPs en
circulacion sanguinea se acumulan en macréfagos y se distribuyen sistémicamente llegando a
diversos 6rganos. Si bien el 6rgano diana de estos nanomateriales es el higado, también se han
observado depésitos de AgNPs en rifiones, cerebro, pulmones y testiculos (Avalos et al.,

2013).

Sintesis biologica de NPs

La sintesis biologica ha surgido como una nueva opcion para obtener materiales a escala
nanométrica, debido principalmente a la creciente necesidad por utilizar métodos de sintesis
mas amigables con el medio ambiente. La biosintesis involucra el empleo de microorganismos
(bacterias, levaduras y hongos) o extractos de plantas para lograr la reduccion de iones metali-
cos. En comparacion con el uso de microorganismos, el empleo de extractos de plantas como
agentes reductores puede ser una via mas rapida para la preparacion de nanoparticulas
(Aguilar Mendez, 2009). Los extractos acuosos vegetales permiten la biosintesis de NPs debi-

do a la presencia de fitocompuestos con propiedades reductoras y estabilizantes, tales como
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alcaloides, polifenoles y flavonoides. Se observo una estabilidad de las AgNPs preparadas a
partir de métodos biologicos de hasta mas de 12 meses, verificandose el pico de absorcion a la
misma longitud de onda usando espectroscopia de luz ultravioleta-visible (UV-vis). En com-
paracion con los métodos quimicos tradicionales, los métodos bioldgicos permiten una mayor
facilidad en el control de la forma, el tamafio y la distribucion de las nanoparticulas, ademas
las nanoparticulas producidas por esta via son menos toxicas para las células de mamifero. Sin
embargo, a pesar de ser una técnica totalmente ecoldgica, la sintesis bioldgica todavia presenta
algunas desventajas, tales como los largos tiempo de reaccion y bajas escalas de produccion

(Mittal et al., 2013; Nazeruddin et al., 2014).

Caracterizacion de NPs

Las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas son importantes por su comporta-
miento, distribucion, seguridad y eficacia. Por lo tanto, la caracterizacion de AgNPs es impor-
tante para evaluar los aspectos funcionales de las particulas sintetizadas. Puede realizarse utili-
zando una variedad de técnicas analiticas, que incluyen espectroscopia UV-Vis, dispersion
dinamica de luz (DLS), microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia electronica de

transmision (TEM), microscopia de fuerza atomica (AFM), entre otras (Zhang et al., 2016).

Espectroscopia de absorcion de luz ultravioleta-visible

La espectroscopia UV-Vis es una técnica rapida, sencilla y aplicable a diferentes tipos
de NPs. Se basa en la absorcion de radiacion tanto ultravioleta como visible por el analito. Las
AgNPs poseen propiedades Opticas que las hacen interactuar fuertemente con longitudes de
onda especificas de la luz. La espectroscopia UV-Vis es una técnica sensible a la presencia de
coloides de Ag debido a que estas NPs presentan un pico de absorcion intenso por la excita-
cion de plasmones superficiales. La aparicion de un pico de absorcion alrededor de los 400-
450 nm es un indicativo de la presencia de AgNPs. Por otra parte, el tamafio promedio de las
nanoparticulas estudiadas depende de la frecuencia puntual dentro de dicho rango. Por ejem-
plo, la presencia de un pico a 400 nm corresponde a AgNPs de menos de 5 nm de diametro,
mientras que, si el pico de absorcion se desplaza a 420 nm, el tamafio predominante de las

AgNPs es de alrededor de 20 nm (Sanchez Moreno, 2017).

Especies reactivas del oxigeno en sistemas biolégicos

El oxigeno molecular (O,) es esencial para la existencia de los seres vivos en la Tierra.
En los organismos fotosintéticos es producido por la oxidacion del agua por el complejo de
ruptura del agua del fotosistema II durante la fase luminosa de la fotosintesis (Figura 5). Por

otro lado, en la cadena de transporte de electrones mitocondrial (o cadena respiratoria), el oxi-
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geno es el tltimo aceptor de los electrones, al reducirse completamente en el complejo IV
(citocromo oxidasa) por la adicion de protones y electrones, formando agua. Acoplado a este
proceso de respiracion o consumo de oxigeno, las células sintetizan la mayor parte del ATP

que se requiere para los diversos procesos celulares.

—
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Figura 5. Rol del oxigeno en los sistemas biolégicos: (a) Participacion en la fotosintesis y (b)

ATPasa
Matriz mitocondrial

Participacion en la cadena de transporte de electrones mitocondrial.

Sin embargo, el oxigeno no solo se requiere en la respiracion; hay muchas enzimas que
también lo utilizan. Ademas, el oxigeno juega un papel esencial en la quimica de los radicales
libres. Un radical libre se define como cualquier especie quimica, atdbmica o molecular, capaz
de existir independientemente, con uno o mas electrones desapareados (Cardenas-Rodriguez &
Pedraza-Chaverri, 2006). Las ROS pueden presentarse tanto como radicales o no radicales
(Tabla 3), siendo las especies radicales mas reactivas que las formas no radicales. Sin embar-

g0, algunas especies no radicales pueden actuar como precursoras de especies radicales.

Tabla 3: Especies reactivas del oxigeno.

Radicales No radicales

Superoxido (0;) Oxigeno singulete ('O,)
Hidroxilo (OH") Perdxido de hidrogeno (H,O,)
Peroxilo (ROy) Ozono (0O;)
Alcoxilo (RO’) Anion peroxinitrito (ONOO")

Hidroperoxilo (OH) Anidn hipocloroso (HOCI)

Acido hipobromoso (HOBr)

Por ejemplo, H,0O, es formado por la enzima superoxido dismutasa (SOD). A pesar de
no ser una especie de tipo radical, posee una alta lipofilicidad, lo que le permite atravesar las
membranas y reaccionar con O, en presencia de metales de transicion, formando el radical

OH’, considerado una de las especies oxidantes mas dafiinas.
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El modo de accion que confiere actividad biocida a las AgNPs aun no se ha dilucidado por
completo. Los posibles mecanismos incluyen: 1) absorcion de especies solubles de Ag seguido
de interrupcion de la produccion de ATP y la replicacion del ADN; 2) dafio directo a las mem-
branas celulares por contacto con AgNPs y 3) generacion de ROS mediada por AgNPs y Ag” |
que pueden incluir los radicales O,", OH',H,0, y '0,, 1o cual puede conducir a un colapso de
la membrana y la funcion mitocondrial o causar dafio en el ADN y desencadenar la oxidacion

de proteinas y procesos de peroxidacion lipidica (Figura 6) (He et al., 2011).

O soo |, car
Nanoparticles /-\
H202

Nanoparticles/metals J, GPx
o B

DNA strand breaks,

Protein Oxidation Lipid Peroxidation covalent
modification of DNA

Figura 6. Mecanismos propuestos para explicar el efecto biocida de nanoparticulas metalicas

(Huang et al., 2010).

Deteccion de especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas presentan algunas caracteristicas que las hacen dificiles de detec-
tar, por ejemplo, su corta vida util y la variedad de antioxidantes existentes in vivo, capaces de
capturar estas especies reactivas. Entre los métodos para detectar ROS se encuentran los basa-
dos en quimioluminiscencia, la espectroscopia de resonancia de espin electronico, la espec-
troscopia de fluorescencia o fluorimetria y los métodos espectrofotométricos (Armstrong &
Whiteman, 2007). Entre estos métodos el uso de sondas fluorescentes es de gran conveniencia
para la deteccion y cuantificacion de ROS debido a su alta sensibilidad, simplicidad y resolu-

cion en técnicas de imagenes microscopicas (Gomes et al., 2005).

Sonda H,DCFDA
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La forma diacetato de la 2,7-diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA) puede aplicarse en
estudios celulares debido a su gran capacidad de difundir a través de la membrana celular (Fi-
gura 7). Una vez internalizadas las esterasas intracelulares escinden el H,DCF-DA en las re-
giones de los dos enlaces éster, produciendo un producto relativamente polar e impermeable a
la membrana celular, H,DCF. Esta molécula no fluorescente se acumula intracelularmente y la
oxidacion posterior produce el producto altamente fluorescente DCF. El estado rédox de la
muestra se puede controlar detectando el aumento de fluorescencia. La acumulacion de DCF
en las células puede medirse mediante un aumento de la fluorescencia a 530 nm cuando la

muestra se excita a 485 nm (Eruslanov & Kusmartsev, 2010).

esterasas
celulares

ROS
H,DCF —>~ DCF

H,DCFDA

grupo qc_elato

H,DCFDA H,DCF DCF
2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato 2,7-diclorodihidrofluoresceina 2,7-diclorofluoresceina
(no fluorescente) (no fluorescente) (fluorescente)

Figura 7. Mecanismo responsable de la fluorescencia intracelular mediada por H,DCFDA

Este compuesto fue inicialmente considerado como un indicador especifico para H,O,,
sin embargo, se demostré que H,DCF es oxidado por diversas ROS, como los radicales HO" y
ROO’, como asi también por especies reactivas del nitrogeno (RNS) como NO' y ONOO'. La
presencia de peroxidasas celulares es importante para la oxidacion de H,DCF a DCF por
H,0,. Adicionalmente DCF puede sufrir fotorreduccion ya sea en presencia de luz visible o
UV-A, lo que conduce a un aumento artificial de la oxidacion de H,DCF y, en consecuencia, a
una amplificacion de la fluorescencia de DCF.

Debido a la existencia de varias sustancias que interfieren con la formacion de DCF, es-
ta sonda tiene un mejor uso como marcador del estrés oxidativo celular que como indicador de

la formacion de H,O, u otras ROS (Gomes et al., 2005).
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Concentracion efectiva e inhibitoria media

Se define como concentracion efectiva media, abreviada como ECs, a la concentracion
molar de una sustancia que produce el 50% del efecto maximo posible. Es decir, es la concen-
tracion de un farmaco que provoca una respuesta a medio camino entre la linea de base y la
respuesta maxima aplicable a curvas de dosis-respuesta con pendiente ascendente. Por otro
lado, se conoce como concentracion inhibitoria media, expresada como ICsy, a la concentra-
cion molar de una sustancia que reduce la variable respuesta en un 50% en curvas de dosis-

respuesta de pendiente descendente (GraphPad, 2020).

Pruebas de toxicidad: Test de captacion del rojo neutro

Los estudios de citotoxicidad in vitro son ttiles y necesarios para la realizacion de ensa-
yos clinicos de una sustancia dada. La implementacion de estos métodos, en contraposicion
con los estudios in vivo, evita el uso innecesario de animales de experimentacion, son técnicas
de rapida realizacion y de menor costo. Dentro de los ensayos de citotoxicidad mas conocidos
y ya validados se encuentran el ensayo de captacion del rojo neutro, el ensayo de enlazamiento
al azul de kenacid y el ensayo con sales de tetrazolio (MTT).

El test de captacion del rojo neutro es un ensayo capaz de medir la toxicidad de un
compuesto a corto o largo plazo, determinado por la liberacion del colorante rojo neutro (3-
amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina clorhidrato) debido a la pérdida de la viabilidad celular
(Arrebola et al., 2003). EI método se basa en la capacidad de las células viables para incorpo-
rar y unir el colorante supravital rojo neutro (Borenfreund & Puerner, 1985) (Figura 8). Este
tinte débilmente catidonico penetra en las membranas celulares por difusion pasiva y se concen-
tra en los lisosomas, donde se une mediante enlaces hidrofobicos a grupos anidnicos y/o fosfa-
tos de la matriz lisosomica. Luego, el tinte se extrae de las células viables usando una solucion
de etanol acidificada, y la absorbancia del tinte solubilizado se cuantifica usando un espectro-
fotometro (Repetto et al., 2008). El grado de inhibicién del crecimiento relacionado con la
concentracion del compuesto que se evallia constituye un indice de toxicidad (Arrebola et al.,

2003).
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Figura 8. Ensayo de rojo neutro: a) Tipica imagen de una placa de 96 pocillos al final del
ensayo. Los pocillos de coloraciéon mas intensa corresponden a las concentraciones menores de
la sustancia testeada. b) Grafico de concentraciéon de compuesto testeado versus absorbancia

(Repetto et al., 2008).

OBJETIVOS

Objetivo General

* Determinar el efecto de nanoparticulas de plata (AgNPs) biosintetizadas a partir de ex-
tractos acuosos vegetales, sobre el crecimiento y viabilidad de las formas celulares de 7. cruzi
(epimastigote y tripomastigote) pertenecientes a la cepa Y (Tcll), para evaluar si las AgNPs

obtenidas mediante esta via afectan significativamente la viabilidad celular parasitaria.

Objetivos Especificos

* Evaluar los efectos citotoxicos de las NPs sobre células de mamiferos.

* Evaluar el efecto de inhibicion de las NPs sintetizadas con extractos acuosos vegeta-
les, sobre las formas celulares epimastigote y tripomastigote.

* Calcular la concentracion inhibitoria del 50% del crecimiento parasitario (ICsq) y la
concentracion efectiva media (ECs) de las NPs utilizadas.

* Determinar la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en T. cruzi produ-

cidas por efecto de la exposicion a AgNPs.

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hipotesis H;: AgNPs producidas mediante sintesis biologica a partir de C. intybus tie-

nen un efecto tripanocida sobre epimastigotes y tripomastigotes de 7. cruzi (cepa Y).
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Prediccion: Habrd una menor cantidad de pardsitos en aquellos cultivos expues-

tos a AgNPs biosintetizadas en comparacion con pardsitos no expuestos.

Hipotesis H,: El efecto tripanocida producido por exposicion a AgNPs es traducido co-
mo un aumento en la cantidad de ROS intracelular en 7. cruzi.
Prediccion: La cantidad de ROS correspondiente a células expuestas a AgNPs

serd mayor que en aquellas células no expuestas a las mismas.

MATERIALES Y METODOS

Formas evolutivas del parasito y procedencia
Se utilizaron epimastigotes y tripomastigotes de 7. cruzi, pertenecientes a la cepa Y, ob-
tenida por primera vez en el afio 1953, de un paciente oriundo de la region de Sdo Paulo; Bra-

sil. Esta cepa corresponde al linaje Tc II (Zingales et al., 2009; Amato Neto, 2010).

Obtencion de tripomastigotes
Los tripomastigotes fueron obtenidos de manera directa de la sangre de raton infectado
con la cepa Y, entre los 15 y 21 dias posteriores a la infeccion, tiempo en que se produce la

mayor densidad de parasitos en circulacion.

Obtencion de epimastigotes

El cultivo de epimastigotes se realizé a partir de tripomastigotes obtenidos de ratones
infectados a los 15-21 dias mediante puncion cardiaca, extrayéndose un volumen de 1mL de
sangre infectada, que posteriormente se sometio a centrifugacion.

Los tripomastigotes extraidos fueron cultivados en medio Diamond (NaCl 0,1 M,
K,HPO, 0,05 M, pH 7,2, triptosa 0,625%, triptona 0,625%, extracto de levadura 0,625%,
hemina 12,5 pg/mL) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFB) a 29°C.

Obtencion de la muestra de sangre

El procedimiento de extraccion de sangre intracardiaca de ratones se realizo con isoflu-
rano USP (Baxter). Con el animal en plano anestésico se lo coloco en posicion decubito dorsal
para realizar la puncion, mediante la cual se extrajo una muestra de aproximadamente 1mL de

sangre. La eutanasia del animal se realiz6 exponiéndolo nuevamente a isoflurano al 5%.

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata (AgNPs)
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Las AgNPs fueron biosintetizadas a partir de la reduccion quimica del precursor metali-
co AgNO;, empleando agentes reductores y estabilizantes provenientes de un extracto acuoso
de Cichorium intybus (achicoria). Procedimiento: Se hirvio durante 5 min un total de 5 g de
materia vegetal fresca en 100 mL de agua destilada. Luego se llevd a cabo el filtrado para
separar los remanentes sélidos. Se incorporaron 2,5 mL de extracto filtrado en una solucién de
AgNO; ImM a 75°C. La sintesis se realiz6 en agitacion durante 10 minutos a temperatura
constante.

La solucion coloidal obtenida se caracterizd mediante espectroscopia UV-Vis para co-
rroborar la formacion de AgNPs, como asi también para determinar la concentracion y el ta-

mafio promedio de las mismas.

Test de citotoxicidad

Se realizé mediante el método de captacion del rojo neutro (Borenfreund & Puerner,
1985; Borenfreund & Shopsis, 1985) sobre la linea celular Vero C176 evaluando las siguientes
muestras:

1) Solucion de AgNO; 1mM.

2) Extracto acuoso de C. intybus (5 g/100 mL H,0) obtenido por decoccion.

3) Suspension coloidal de AgNPs biosintetizadas (100 pM) empleando el extracto de C.
intybus.

A partir de cada una de las muestras se realizaron diluciones 1/10 en Medio Esencial
Minimo (10% SFB y 0,3 g/L glutamina), colocandose por triplicado en monocapas confluen-

tes de células Vero Cl176 crecidas en placas de 96 pocillos. A partir de alli se hicieron:

-23 diluciones (factor 2/3) para la muestra 1.

-15 diluciones seriadas (factor 2/3) para las muestras 2 y 3.

Se incub6 durante 72 h a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente se realizo la observacion
de la monocapa celular a las 24 h y 48 h. A las 72 h se midi6 la viabilidad celular correspon-
diente a testigos, controles y muestras mediante la técnica de captacion del rojo neutro. La

lectura se hizo mediante espectrofotometria.

Efecto sobre cultivo de epimastigotes

La actividad antiproliferativa contra las formas epimastigotes se realizé incubando una
placa de 96 pocillos con 3 x10° parasitos/mL con las AgNPs a ser estudiadas, generando 15
diluciones seriadas con factor de dilucion 5/6 a partir del valor de maxima concentracion no

citotoxica (MCNC) obtenido en el test de citotoxicidad. Cada pocillo se llend con 150 puL de la
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suspension conteniendo los parasitos, medio Diamond, 10% de SFB y las NPs a ser testeadas.
Se realizaron los grupos controles correspondientes:

a) Medio Diamond con epimastigotes

b) Medio Diamond con epimastigotes y extracto de achicoria

¢) Medio Diamond con epimastigotes en presencia de AgNO; 0,1 mM.

Las placas se incubaron a 29°C por 96 h en una estufa de cultivo.
Se realizo recuento celular mediante microscopia Optica con un n=25 campos para cada

concentracion evaluada. El experimento se realizo por triplicado.

Efecto sobre tripomastigotes sanguineos

Para evaluar el efecto tripanocida sobre la forma celular tripomastigote se realizo el en-
sayo de inhibicion de motilidad llevado a cabo por Paglini-Oliva et al. (1998). Las mediciones
fueron realizadas sobre sangre de raton infectado (1mL) con la cepa Y (15 dias post infeccion)
mediante puncion cardiaca. Se realizé un recuento por microscopia optica a 400X de formas
moviles del parasito en 10 campos a t=0 min (control) y luego del agregado de las AgNPs,
disueltas en medio Diamond, a diferentes concentraciones por triplicado y a diferentes tiem-
pos de incubacion (t=10, 20, 30, 40 y 120 min). Posteriormente a =120 min, se determino, a
partir del porcentaje de inhibicién, la concentracion efectiva media (ECsg). Para verificar si
los parasitos inmoviles estaban muertos, se tifié con eosina al 0,1%. Solo los parasitos muertos

fueron coloreados. Se realizaron los controles correspondientes.

Deteccion de especies reactivas del oxigeno
La generacion de ROS en la forma celular epimastigote de 7. cruzi de la cepa Y tratada
con AgNPs se cuantifico por técnicas espectrofluorométricas mediante la utilizacion de la
sonda fluorescente H,DCFDA. Para la medicion de ROS se realizo el siguiente esquema de

tratamiento:

—_—

Epimastigotes en medio Diamond incubados con H,DCFDA 10uM.

2. Epimastigotes en medio Diamond incubados con el extracto acuoso de achicoria y
H.DCFDA 10uM.

3. Epimastigotes en medio Diamond en presencia de AgNO; 0,1 mM y H,DCFDA
10uM.

4. Epimastigotes en presencia de 1Cy, ICsq € ICoy de AgNPs H,DCFDA 10uM.
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En todos los casos se utilizd una concentraciéon de 3 x10° epimastigotes/mL, que fueron
incubados a 29 °C durante 30 min en oscuridad. Pasado este lapso se procedio a la medicion
de la fluorescencia. La medicion se realizo utilizando un lector de placas con una longitud de

excitacion de 480 nm y longitud de emision de 520 nm.

Microscopia de fluorescencia

Se utilizo microscopia de fluorescencia para monitorear la generacion de ROS intracelu-
lar. El microscopio utilizado fue el modelo NIKON TE-2000U, con las siguientes longitudes
de onda de trabajo: longitud de excitacion, 490 nm; longitud de emision, 519 nm. Transcurrido
el tiempo de incubacion con H,DCFDA, se tomo una alicuota de 50 puL y se coloco sobre un
portaobjetos. Inmediatamente se observé la fluorescencia emitida a partir de cada uno de los

tratamientos.

Analisis de los resultados
Test de citotoxicidad: Los resultados fueron presentados como porcentaje de viabilidad

celular. Se determinoé la maxima concentracion no citotoxica (MCNC) de AgNPs y AgNO;.

Ensayo sobre epimastigotes: Se calcularon la ICy, ICsy e 1Cyy mediante analisis de re-
gresion. Se realizo el analisis de la varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés de ANalysis Of
VAriance) y test de comparaciones multiples (test de Fisher) para comparar los datos de re-
cuento celular, verificando previamente la distribucion normal de los datos y la homogeneidad
de las varianzas. Se consideraron diferencias significativas con un valor de p<0,05. Los datos

de fluorescencia se presentaron como porcentaje mediante grafico de barras.

Ensayo sobre tripomastigotes: Se determind el porcentaje de supervivencia parasitaria,
tomando como valor maximo el correspondiente al grupo control. Se calculé la ECsy mediante
analisis de regresion. Se realizaron ANOVA y test de comparaciones multiples (test de Fis-
her) para comparar los datos de recuento celular, verificando previamente la distribucion nor-
mal de los datos y la homogeneidad de las varianzas.

Se utilizaron los programas estadisticos InfoStat version 2020 (Centro de Transferencia
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina) (Di Rienzo et al., 2020) y
GraphPad Prism version 8.0.0 (GraphPad Software, San Diego, California USA) (GraphPad,
2020).

RESULTADOS
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Sintesis de AgNPs

La sintesis a partir del extracto de C. intybus se produjo de manera exitosa, dando lugar
a un espectrograma de UV-Vis caracteristico (Figura 9), presentando una absorbancia maxima
en un valor de longitud aproximado de 440 nanémetros (A,,x~440 nm), lo cual es indicativo de
la presencia de AgNPs en solucion. El coeficiente de extincion molar o absortividad molar (g)
fue de 880 M'em™'x10°%; 1a absorbancia de 0,2 y el paso 6ptico utilizado 0,1 cm. Estos parime-
tros permitieron calcular la concentracion mediante la utilizacion de la ley de Beer-Lambert.

El tamafio promedio luego de la caracterizacion fue de 67 nmy la concentracion de 23 pM.
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Figura 9. Espectro de absorcion UV-Vis de AgNPs obtenido a partir de AgNQO; y extracto de
C. intybus. Se produjo una absorbancia maxima (0,20 u.a.) en un valor de longitud aproxima-

do de 440 nanometros (Ap,x~440 nm).

Ensayo de citotoxicidad

El ensayo de captacion del rojo neutro realizado sobre la linea celular VERO Cl176
arrojo un valor de MCNC para AgNO; de 0,0007 mM (700 pM) y de 3 pM para las AgNPs
sintetizadas (Figuras 10 y 11). Concentraciones mayores a 700 pM y 3 pM de AgNO; y
AgNPs respectivamente, comenzaban a interferir con el sistema celular provocando alteracio-
nes morfologicas visibles al microscopio Optico. Por otro lado el extracto de C. intybus en
ningun caso reportd una viabilidad inferior al 90% en el rango de diluciones estudiadas, razon

por la cual se lo considera como no citotoxico.

25



1004 ® d

R

[
— |
X 7 |
- 604 :
ﬁ . 2|
— i§|
< 404 |
> |
20 4 :
i [
|

0 T — T ?

5 -4 -3 -2 -1

Log [mM]

Figura 10. Citotoxicidad de AgNO; sobre la linea celular VERO. La maxima concentracion
no citotoxica (MCNC) fue de 0,0007 mM (700 pM). El coeficiente de determinacion obtenido
fue de 0,977 (R*=0,977).
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Figura 11. Toxicidad de AgNPs sobre la linea celular VERO. La maxima concentracion no
citotoxica (MCNC) fue de 3 pM. El coeficiente de determinacion obtenido fue de 0,98
(R?=0,98).

Efecto en cultivo de epimastigotes

El ensayo sobre el cultivo de epimastigotes arrojé un valor de 1Cs5¢=1,153 pM para
AgNPs a las 96 h de tratamiento (Figura 12), siendo la MCNC (3 pM) letal para el 100% de
los parasitos. Las células presentaron dafio evidente al microscopio optico, perdiendo total-

mente la movilidad y mostrando alteracion de la forma y tamafo. El tratamiento con AgNO;
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presentd una viabilidad igual a cero. Los valores correspondientes a las concentraciones in-

hibitorias 20 y 90 fueron las siguientes: 1C=0,854 pM e [Cyp=1,852 pM.
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Figura 12. Toxicidad de AgNPs sobre cultivo celular de epimastigotes de la cepa Y de T.
cruzi a las 96 h de tratamiento, la ICs, obtenida fue de 1,153 pM (R2=0,9657).

Recuento celular en epimastigotes

El recuento celular en la forma epimastigote arrojo los siguientes valores, expresados
como la media del nimero de células por campo mas el desvio estandar (Figura 13):

Epimastigotes en presencia de extracto de C. intybus: 9,99 + 2,52; epimastigotes en
medio Diamond: 10,29 + 2,75; epimastigotes en presencia de AgNO; 0,1 mM: 0,00 £+ 0,00;
epimastigotes en presencia de AgNPs 0,85 pM (ICy): 9,20 + 2,69; epimastigotes en presencia
de AgNPs 1,15 pM (ICs): 4,99 + 2,57 y epimastigotes en presencia de AgNPs 1,85 pM (ICy):
1,26 £ 1,63.

Para el analisis estadistico se excluyeron los datos correspondientes a epimastigotes en
AgNO; 0,1 mM y epimastigotes en AgNPs 1,85 pM (ICy), dado que no cumplian con los
criterios de homogeneidad de varianzas (evaluado mediante el Test de Levene) y normalidad
de los datos (Test de Kolmogorov) (ver Anexo I). Los tratamientos restantes arrojaron diferen-

cias significativas con un valor de p<0,05.
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Figura 13. Recuento celular en epimastigotes de la cepa Y a las 96 h. Los valores de ICy,
ICso e ICqy corresponden a concentraciones de AgNPs expresadas en picomolar (pM). E+Ext:
epimastigotes y extracto de C. intybus; E (-): epimastigotes sin tratamiento; E+AgNOs, epi-
mastigotes en presencia de nitrato de plata 0,1 mM. Las diferentes letras (a, a-b, b, y ¢) indican

diferencia significativa (p < 0,05) entre los tratamientos.

Deteccion de especies reactivas del oxigeno en la forma epimastigote

La determinacioén de ROS mediante H,DCFDA arrojo los siguientes valores, expresados
como la media del porcentaje de fluorescencia mas el desvio estandar (Figura 14):

Epimastigotes en presencia de extracto de C. intybus: 15,18 + 1,2; epimastigotes en
medio Diamond: 22,01 + 4,73; Epimastigotes en presencia de AgNO; 0,1 mM: 87,30 + 2,73;
epimastigotes en presencia de AgNPs 0,85 pM (ICy): 82,82 + 24,28; epimastigotes en presen-
cia de AgNPs 1,15 pM (ICsp): 50,74 + 6,84 y epimastigotes en presencia de AgNPs 1,85 pM
(ICy): 70,28 + 16,49.
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Figura 14. Porcentaje de fluorescencia de H,DCFDA medida en epimastigotes de la cepa Y
de T. cruzi a las 96 h. Los valores de ICy, ICsy e ICyy corresponden a concentraciones de
AgNPs expresadas en picomolar (pM). E+Ext: epimastigotes y extracto de C. intybus; E (-):
epimastigotes sin tratamiento; E+AgNQO;, epimastigotes en presencia de nitrato de plata

0,1mM.

Efecto en la forma celular tripomastigote

El ensayo sobre la forma tripomastigotes (cepa Y) no produjo una inhibicion total en
rangos menores a la MCNC (Tabla 4), sin embargo a tiempos de incubacion mayores se pre-
sentd gradualmente menor supervivencia, llegando a obtenerse un porcentaje de supervivencia
de 39,04% a los 120 min de exposicion. Mediante analisis de regresion se calculd una concen-

tracion efectiva media (ECs) de 2,58 pM (Figura 15).

Tabla 4. Efecto de AgNPs sobre tripomastigotes de la cepa Y de T. cruzi en sangre de raton a
diferentes tiempos de incubacion. Numero de experimentos: 10 para cada grupo. Los resulta-
dos estan expresados como porcentaje de supervivencia (media mas desvio estandar).

tiempo incubacion

(min) 0pM  2,08pM 2,5pM 3pM
10 100 100+751 100+ 9,20 100 + 38,14
20 100 100+16,77 89,32+249 63,48 +24,56
30 100 75001920 84,55+7,74  75.84+2094
40 100 80,89+10,97 85,67+13,10 77,53+ 1,09
120 100 72,47+16,40 58,71+ 1221  39,04+328
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Figura 15. Curva de inhibicién de motilidad en la forma tripomastigote. La concentracion
efectiva media (ECs,) obtenida para AgNPs fue 2,58 pM en tripomastigotes de 7. cruzi a los
120 min de exposicion (R’= 0,98).

Recuento celular en tripomastigotes
El recuento celular en la forma tripomastigote arrojo los siguientes valores, expresados
como la media del niumero de células por campo mas el desvio estandar (Figura 16):
Tripomastigotes en ausencia de tratamiento: 11,87 £ 5,22; tripomastigotes en presencia
de AgNPs 2,08 pM: 8,60 + 5,06; tripomastigotes en presencia de AgNPs 2,5 pM: 6,97 = 4,13;
tripomastigotes en presencia de AgNPs 3 pM (MCNC): 4,63 + 3,24. Los tratamientos arroja-

ron diferencias significativas con un valor de P<0,05.
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Figura 16. Recuento celular en tripomastigotes sanguineos de la cepa Y a los 120 minutos de

exposicion a AgNPs. Los valores corresponden a concentraciones expresadas en picomolar
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(pM). Las diferentes letras (a, b, y ¢) indican diferencia significativa (p < 0,05) entre los trata-

mientos.

Microscopia de fluorescencia

Las imagenes de fluorescencia sobre la forma epimastigote mostraron un nivel de inten-
sidad alto y dafo celular evidente en los tratamientos correspondientes a la ICs, y a los parasi-
tos tratados con AgNO; 0,1 mM, mientras que los tratamientos de parasitos en extracto de C.
intybus y parasitos cultivados en medio Diamond mostraron bajos niveles de fluorescencia

(Figura 17).

Figura 17. Microscopia de fluorescencia de epimastigotes de la cepa Y de 7. cruzi a las 96 h.
Referencias: a) Grupo control epimastigotes sin tratamiento; b) Grupo control epimastigotes
en presencia de extracto de C. intybus; ¢) Grupo control epimastigotes en presencia de AgNO;

0,1 mM y d) Tratamiento con AgNPs 1,153pM (ICsy).

DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos se logré confirmar la hipotesis de trabajo H; acerca
de la existencia de un efecto tripanocida mediado por accion de AgNPs, ya que en la forma
epimastigote el ANOVA vy el posterior test de comparaciones multiples LSD Fisher para los
datos de conteo parasitario arrojaron diferencias significativas entre los tratamientos de epi-
mastigotes en medio Diamond y epimastigotes expuestos a la concentracion inhibitoria media
de AgNPs. Lo mismo sucedio con la MCNC de AgNPs en la forma tripomastigote en compa-
racion con aquellos parasitos no tratados, de tal manera que se cumplié con la prediccion pro-
puesta. Si bien en la forma epimastigote no fue posible la comparacion de todos los tratamien-

tos en conjunto dadas las caracteristicas de heterocedasticidad y ausencia de distribucion nor-
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mal de los datos para algunos de los grupos en estudio, es interesante destacar el hecho que la
MCNC de AgNPs para las células de mamifero logré reducir la viabilidad al 100% en la forma
parasitaria epimastigote.

Por otra parte, si bien la hipdtesis H, sobre la existencia de una produccion intracelular
de ROS como resultado de la exposicion a AgNPs no se logré confirmar con rigor estadistico
dada la naturaleza del disefo y la metodologia utilizada, tanto las graficas de barras como las
imagenes mediante microscopia de fluorescencia mostraron un aumento en la intensidad para
los tratamientos con AgNO; 0,1 mM y AgNPs en la concentracion inhibitoria 50 para la forma
epimastigote. Una metodologia alternativa al procedimiento realizado en el presente trabajo
seria la utilizacion de citometria de flujo ya que mediante la misma se puede realizar un conteo
célula por célula de la poblacion en estudio arrojando informacion muy precisa acerca del
estrés oxidativo (Eruslanov & Kusmartsev, 2010).

La efectividad de AgNPs difiridé entre las formas tripomastigote y epimastigote en T.
cruzi, esto podria ser debido a una resistencia diferencial de la forma tripomastigote al trata-
miento o a una variacion de la actividad de AgNPs en el medio de cultivo con respecto al teji-
do sanguineo. Con relacion a la variabilidad de la resistencia entre las formas celulares, por
ejemplo, se conoce que la forma tripomastigote es mas resistente a la accion mediada por la
via del complemento, que actlia contra los tripomastigotes metaciclicos durante la infeccion en
el hospedador definitivo (Lidani et al., 2017). Ademas, se ha documentado un aumento de las
enzimas con funcion antioxidante en la forma tripomastigote luego de la diferenciacion celular
a partir del epimastigote no infectivo como un mecanismo para hacer frente al dafio oxidativo
al cual es expuesto, lo que le otorgaria una resistencia adicional (Paes et al., 2011).

La caracterizacion mediante espectroscopia UV-Vis de las AgNPs fue util para poder
determinar las cualidades principales del producto utilizado. Esta caracterizacion puede ser
mas informativa si se incorporan analisis como la microscopia electronica de transmision
(TEM) y de barrido (SEM), mediante las cuales se pueden observar detalles como la forma de
las particulas y el nivel de aglomeracion de la muestra (Mourdikoudis et al., 2018).

Con respecto al ensayo de citotoxicidad, el resultado para AgNO; arrojé un valor de
MCNC mucho mayor que el correspondiente al realizado con AgNPs, esto es de utilidad ya
que al observar el dafio celular causado por AgNPs, puede descartarse que este efecto sea
principalmente debido a la presencia de iones Ag" en solucion, provenientes de alguna frac-
cion de nitrato de plata residual disuelta, cuando se trabaja a una concentracion tan pequefia
como 3 pM en comparacion a los 700 pM que empiezan a ser citotoxicos en la linea celular
VERO. En otras palabras los resultados muestran que las AgNPs son 233 veces mas citotoxi-
cas que AgNOs. Es importante tener en cuenta que la respuesta por parte de las células de

mamifero frente a pequefias variaciones de AgNPs es alta, ya que si bien a 3 pM no se presen-
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ta toxicidad, en un valor de 4,4 pM la viabilidad se vio reducida al 40%. En el cuerpo humano,
por ejemplo la biocompatibilidad de estas particulas en el tejido sanguineo es dependiente de
la concentracion. De esta manera concentraciones del orden de los pg/mL pueden afectar a los
procesos de coagulacion y de proliferacion de linfocitos y causar hemolisis (Huang et al.,
2016).

El ensayo mediante la sonda fluorescente H,DCFDA, no tuvo una tendencia clara de
aumento en la intensidad al aumentar la concentracion de AgNPs, sin embargo, todos los tra-
tamientos con nanoparticulas mostraban intensidad mayor con respecto a los tratamientos con
extracto y medio Diamond unicamente. En ausencia de AgNPs se presentd un nivel de fluo-
rescencia bajo o basal, que podria estar relacionado con una generacion de radicales debido a
las condiciones propias del cultivo celular, que constituyen de por si un agente estresor
(Armstrong & Whiteman, 2007).

Con relacion a los valores obtenidos de concentracion inhibitoria y concentracion efec-
tiva, en el caso de la ECs, para la forma tripomastigote es importante entender que la estima-
cion se hizo en el rango de concentraciones que el estudio de citotoxicidad permitié utilizar.
Dentro de este rango no fue posible delimitar una meseta para la curva obtenida en este caso,
razon por la cual no se logré conocer el efecto maximo que tendrian las AgNPs en esta forma
celular y, dado que la EC50 se define como la concentracion molar que produce la mitad del
efecto maximo, se debié tomar como punto de mayor efecto al valor en el umbral de la
MCNC. En contraposicion a esto, si fue posible definir con claridad una curva de dosis-
respuesta para el caso de la forma epimastigote, por esto el valor de ICs, obtenido en epimasti-
gotes posee un buen nivel de confiabilidad.

Esta investigacion debe considerarse como una primera aproximacion acerca del efecto
de AgNPs sobre 7. cruzi, ya que también es requerido evaluar el tratamiento sobre la forma
celular amastigote, que se presenta de manera intracelular y es la principal responsable del
dafio producido por la enfermedad de Chagas en el hospedador definitivo (Batista et al., 2018;
Ceole et al., 2018). En un estudio previo sobre el efecto de AgNPs en la especie Trypanosoma
brucei (Adeyemi et al., 2018) la ICs, obtenida fue mas alta que la obtenida en el presente tra-
bajo, lo cual hace prometedor el resultado de este estudio, dado que las concentraciones que se
usaron fueron mas bajas, y mostraron efectividad.

Seria de interés la realizacion de ensayos complementarios a partir de otras especies ve-
getales que produzcan NPs de menor tamafio puesto que se sabe que son mas efectivas a me-
nor tamaiio, debido a un aumento del area superficial de contacto con la membrana parasitaria
(Mittal et al., 2013). En relacion a la conveniencia de usar nanoparticulas obtenidas mediante
sintesis a partir de extractos vegetales frente a aquellas obtenidas por sintesis quimica, un

estudio en bacterias mostro efectividad similar en ambos casos (Selvapriya & Deepa, 2017), o
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incluso mayor efectividad en nanoparticulas de sintesis vegetal (Ramirez Aguirre et al., 2020),
lo cual se cree que es debido a la estabilidad de las nanoparticulas por la presencia de fitocom-
puestos. En este trabajo no se evalu6 el efecto de nanoparticulas de otros metales de transicion,
por ejemplo, nanoparticulas de oro (AuNPs), si bien ensayos realizados con nanoparticulas de
oro recubiertas con acido tanico (AuNPs-TA), un agente reductor y estabilizador, mostraron
una efectividad limitada sobre Leishmania amazonensis, parasito filogenéticamente emparen-

tado con 7. cruzi (Lopes et al., 2018).

Se ha reportado que tanto cepas como genotipos (o DTUs) de 7. cruzi pueden presentar
variabilidad de respuestas al tratamiento, mostrando cierto grado de resistencia o susceptibili-
dad (Filardi & Brener, 1984; Quebrada Palacio et al., 2018; Revollo et al., 2019). En este estu-
dio se utilizé la cepa Y (perteneciente al linaje Tcll), la misma es considerada como modera-
damente resistente frente al tratamiento con benznidazol (Batista et al., 2010). En un futuro se
deberian realizar analisis con respecto a la efectividad del tratamiento con AgNPs sobre para-
sitos pertenecientes a diferentes cepas y DTUs, sobre todo aquellas con mayor prevalencia en

Argentina tales como los genotipos V y VI (Cura et al., 2012).

Los resultados expuestos en este trabajo permiten proponer al campo de la sintesis natu-
ral de nanoparticulas y la nanotecnologia en general como un area potencial para la bisqueda
de tratamientos frente a la enfermedad de Chagas y otras enfermedades parasitarias emparen-
tadas, ya que es un area poco explotada dado que la investigacion reciente con NPs en el ambi-
to de la salud ha estado focalizada en estos productos principalmente por su actividad como

agentes antibacterianos, antifiingicos y anticancerigenos.

CONCLUSIONES

e [Las AgNPs fueron citotoxicas en la linea celular Vero CI76 a partir de la concentra-

cion 3 pM (maxima concentracidon no citotdxica).

e El extracto acuoso de Cichorium intybus no mostro citotoxicidad, por lo cual se lo

considerd inocuo.

e Las AgNPs provenientes de la sintesis a partir de extractos de C. intybus fueron efecti-
vas significativamente contra las formas parasitarias epimastigote y tripomastigote de

la cepa Y de T. cruzi (Tcll). La concentracion inhibitoria 50 (ICsq) fue de 1,153 pM en
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epimastigotes y la concentracion efectiva 50 (ECsq) de 2,58 pM en la forma tripomas-

tigote.

e Se observo la presencia de dafio oxidativo causado por especies reactivas del oxigeno
(ROS) en epimastigotes de la cepa Y expuestos a la concentracion inhibitoria 50 (ICsg)

de AgNPs.
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ANEXO1I

Procedimiento estadistico para el experimento de conteo en la forma epimastigote:

Al realizar el ANOVA para evaluar los distintos tratamientos correspondientes al conteo en
microscopio Optico en la forma epimastigote, el mismo arrojé diferencias significativas con un

p-valor <0,05:

Analisis de la varianza

Variable N R? R2Z Aj cv
Conteo 450 0,78 0,77 37,83

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 7798, 92 5 1559,78 307,23 <0,0001
Tratamiento 7798, 92 5 1559,78 307,23 <0,0001
Error 2254,19 444 5,08
Total 10053,11 449

Hy: todas las X de los niveles del factor son iguales. H;: al menos una X es diferente.

Sin embargo, al revisar los parametros de normalidad mediante el Test de Kolmogorov y
homocedasticidad utilizando Test de Levene, se observa que no se cumple los criterios para la
validacion del ANOVA.

Prueba de bondad de ajuste (Kolmogorov)

Variable Ajuste media varianza n Estadistico D p-valor
RDUO Conteo Normal (0,5,02) 0,00 5,02 450 0,14 <0,0001

Hy: Los residuos tienen distribucion normal; H;: Los residuos no tienen distribucion normal.

Analisis de la varianza (Test Levene)
Variable N R?2 R2 Aj CV
RABS Conteo 450 0,26 0,25 80,49

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 273,80 5 54,76 31,48 <0,0001
Tratamiento 273,80 5 54,76 31,48 <0,0001
Error 772,25 444 1,74
Total 1046,05 449

Hy: las varianzas poblacionales son iguales H;: Las varianzas poblacionales no son iguales.

Por esta razon se procedid a extraer del analisis los datos correspondientes a epimastigotes
tratados con la ICyy y epimastigotes tratados con AgNO; 0,1 mM, por contener preponderan-
temente valores nulos (0) y afectar la varianza general. Luego de esta modificacion obtenemos
que existen diferencias significativas entre los tratamientos y que se cumplen los criterios de
homocedasticidad y normalidad para validar el resultado:

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Ccv
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Conteo 300 0,40 0,39 30,60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1365,40 3 455,13 65,48 <0,0001
Tratamiento 1365,40 3 455,13 65,48 <0,0001
Error 2057,52 296 6,95
Total 3422,92 299

Hy: todas las X de los niveles del factor son iguales. H;: al menos una X es diferente.

Analisis de la varianza (Test de Levene)

Variable N R? R?2 Aj Cv
RABS Conteo 300 2,3E-03 0,00 74,04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,65 3 0,55 0,22 0,8790
Tratamiento 1,65 3 0,55 0,22 0,8790
Error 721,65 296 2,44
Total 723,30 299

Hy: las varianzas poblacionales son iguales H;: Las varianzas poblacionales no son iguales.

Prueba de bondad de ajuste (Kolmogorov)

Variable Ajuste media varianza n Estadistico Dp-valor
RDUO Conteo Normal(0,6,88) 0,00 6,88 300 0,07 0,1442

Hy: Los residuos tienen distribucién normal; H;: Los residuos no tienen distribucion normal.

Por ultimo se procedi6 a realizar el test de comparaciones multiples LSD Fisher, el cual arrojo
los siguientes resultados:

Test LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,84730
Error: 6,9511 gl: 296

Tratamiento Mediasn E.E.

IC50 4,99 75 0,30 A

IC20 9,20 75 0,30 B

E+Ext 9,99 75 0,30 B C
E+D 10,29 75 0,30 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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