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“Ever tried. Ever failed. No matter. Try again.
Fail again. Fail better”

Samuel Beckett
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Resumen

La enfermedad de Chagas, causada por el pardsito Trypanosoma cruzi, afecta a 7 millones de
personas a nivel mundial. Entre sus vias de transmision, la congénita se ha convertido en la
principal causa de nuevos casos, debido al control de las demas vias de transmisién y a los
movimientos migratorios, lo que convierte al Chagas congénito en un problema de salud
publica a nivel mundial. Para que ocurra, es necesario que el parasito presente en la sangre
materna atraviese la placenta. En este proceso, invade el trofoblasto, una estructura que
forma parte de las vellosidades coridnicas y separa la sangre materna de la fetal. Se ha
postulado que tanto factores parasitarios como del hospedero estin implicados en la
ocurrencia de transmision vertical.

Las cepas de T. cruzi influyen en la respuesta placentaria a la infeccion y se clasifican en seis
Unidades Discretas de Tipificacién (UDTs) con distribucién y ciclos de transmisién
especificos. Los bebés infectados portan las cepas predominantes en las regiones donde sus
madres adquirieron la infeccion.

Distintos modelos se utilizan para estudiar esta interaccién parasito-hospedero: los modelos
bidimensionales in vitro, tales como las lineas trofoblasticas, y los cultivos tridimensionales
(3D), que son fisioldgicamente relevantes y una buena alternativa porque imitan la
microarquitectura de los tejidos y pueden proporcionar un entorno similar al de las
infecciones naturales.

El objetivo general de este trabajo fue desarrollar y aplicar modelos in vitro para la infeccién
por T. cruzi, enfocados en la transmision congénita, que permitan estudiar mecanismos de
invasion y tropismo placentario.

La infeccién se evalud en cultivos en monocapa de la linea celular trofoblistica humana
BeWo, utilizando como controles las lineas no placentarias HeLa y Vero, y dos cepas de
pardsitos. La cepa K98, perteneciente al UDT I, fue aislada de un paciente con Chagas
crénico, mientras que VD, del UDT VI, se aislé de un caso de Chagas congénito. La
cuantificacion de la carga parasitaria se llevd a cabo por PCR cuantitativa en tiempo real,
dirigida a los genes EF1-a de T. cruzi y GAPDH para BeWo y HeLa.

Ademads, se montd un modelo 3D con la linea BeWo utilizando el sistema MicroTissues® 3D
Petri Dish®, desarrollando dos tipos de esferoides: small (12-256) y large (12-81), cuyos
didmetros se midieron a través del analisis microscopico. Finalmente, se infectaron los
esferoides con ambas cepas y se cuantificé la carga parasitaria por PCR en tiempo real.

En el modelo 2D, K98-GFP exhibié una infectividad significativamente mayor en células
BeWo en comparacion con Hela y Vero. En contraste, VD-wt mostrd una mayor infectividad
en células Vero y menor en BeWo. Este mismo resultado se observo en la carga parasitaria, en

donde K98-GFP presentd un mayor nimero de parasitos para ambas lineas celulares (BeWo y



HeLa) en comparacién a VD-wt.

Se logrd generar esferoides para ambos modelos, con didmetros tedricos de 341,30 + 24,52
um para los large (1000 células por micropocillo) y 163,28 + 6,98 um para los small (316 células).
Los cultivos tridimensionales resultaron susceptibles a la infeccién por ambos clones de T.
cruzi, VD mostré una distribucién mas generalizada de los pardsitos en todo el esferoide,
mientras que K98 se limit6 principalmente a la superficie. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la infectividad entre ambos clones en este sistema.

En el sistema 2D, K98-GFP present6 mayor infectividad y carga parasitaria en la linea
trofoblastica en comparacién con VD-wt que deriva de un caso congénito. En cambio, en el
modelo 3D, VD aumenté su infectividad, lo que podria atribuirse a que los esferoides de
células BeWo reproducen de manera mas fiel las interacciones parasito-hospedero in vivo.
Esta diferencia resalta la importancia del modelo utilizado segtn el objeto de estudio y
confirma que este modelo es una herramienta sencilla y eficaz para generar cultivos 3D
susceptibles a la infeccién por T. cruzi, con un potencial para investigar el microambiente

placentario y la transmisién transplacentaria.



Abstract

Chagas disease, caused by the parasite Trypanosoma cruzi, affects 7 million people worldwide.
Amonyg its transmission routes, congenital transmission has become the primary cause of
new cases, due to the control of other transmission routes and migratory movements. This
makes congenital Chagas a global public health problem. For this transmission to occur, the
parasite present in maternal blood must cross the placenta. During this process, it invades
the trophoblast barrier, a structure that is part of the chorionic villi and separates maternal
blood from fetal blood. Both parasitic and host factors are thought to be involved in the
occurrence of vertical transmission.

The strains of T. cruzi influence the placental response to infection and are classified into six
Discrete Typing Units (DTUs) with specific distributions and transmission cycles. Infected
infants carry the strains predominant in the regions where their mothers acquired the
infection.

Different models are used to study this parasite-host interaction: in vitro two-dimensional
(2D) models, such as trophoblastic cell lines, and three-dimensional (3D) cultures, which are
physiologically relevant and a good alternative because they mimic the tissue
microarchitecture and can provide an environment similar to natural infections.

The general objective of this work was to develop and apply in vitro models for T. cruzi
infection, focusing on congenital transmission, to study mechanisms of transplacental
invasion and tropism.

T. cruzi infection was evaluated in monolayer cultures of the human trophoblastic cell line
BeWo, using non-placental cell lines HeLa and Vero as controls, and two parasite strains. The
K98 strain, belonging to DTU I, was isolated from a patient with chronic Chagas disease,
while VD, from DTU VI, was isolated from a congenital Chagas case. Parasite load
quantification was performed using real-time quantitative PCR targeting T. cruzi EF1-a
genes and GAPDH for BeWo and HelLa.

Additionally, a 3D model was established with the BeWo cell line using the MicroTissues® 3D
Petri Dish® system, developing two types of spheroids: small (12-256) and large (12-81), whose
diameters were measured through microscopic analysis. Finally, the spheroids were infected
with both strains, and parasite load was quantified using real-time PCR.

In the 2D model, K98-GFP exhibited significantly higher infectivity in BeWo cells compared
to HeLa and Vero. In contrast, VD-wt showed greater infectivity in Vero cells and lower
infectivity in BeWo. This same result was observed in parasite load, where K98-GFP
presented a higher number of parasites in both cell lines (BeWo and HeLa) compared to
VD-wt.

Spheroids of both models were successfully generated, with theoretical diameters of 341,30 +



24,52 um for the large spheroids (1,000 cells per microwell) and 163,28 + 6,98 pum for the small
ones (316 cells). The 3D cultures were susceptible to infection by both T. cruzi clones, VD
exhibited a more generalized distribution of parasites throughout the spheroid, whereas K98
was mainly restricted to the surface. However, no significant differences in infectivity
between K98 and VD were observed in this system.

In the 2D system, K98-GFP showed higher infectivity and parasite load in the trophoblastic
cell line compared to VD-wt, which derives from a congenital case. Conversely, in the 3D
model, VD increased its infectivity, which could be attributed to BeWo cell spheroids more
faithfully reproducing in vivo parasite-host interactions.

This difference highlights the importance of selecting the appropriate model depending on
the study objective and confirms that this model is a simple and effective tool for generating
3D cultures susceptible to T. cruzi infection, with potential for investigating the placental

microenvironment and transplacental transmission.
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Abreviaturas y definiciones

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADN pol: ADN polimerasa

ANOVA: Anilisis de varianza

Ca?': Calcio

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol

DMSO: Dimetilsulféxido

dNTPs: Nucleétidos desoxirribonucleicos
trifosfato

DMEM-F12: Medio de cultivo Eagle
modificado de Dulbecco/mezcla de
nutrientes F-12

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
ECh: Enfermedad de Chagas

EChc: Enfermedad de Chagas congénita
Ef-1a: Factor de elongacién 1a

EtBr: Bromuro de etidio

Fiji: Fiji Is Just Image]

GFP: Green Fluorescent Protein

LIT: Medio de infusién de higado y
triptona
mL: Mililitro

mM: Milimolar

MEM: Medio esencial minimo
Mg?": Magnesio

MOI: Multiplicidad de infeccién
nm: Nanémetros

NTC: Controles sin templado

PFA: Paraformaldehido

PBB: Buffer fosfato salino

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
pb: Pares de bases

RFP: Red Fluorescent Protein

rpm: Revoluciones por minuto

SFB: Suero fetal bovino

TAE: Tris-Acetato-EDTA

TAU: Triatomine Artificial Urine

T. cruzi: Trypanosoma cruzi

UV: Ultravioleta

UDTs: Unidades Discretas de Tipificacién
U/pL: Unidades por microlitros

wt: Wild Type

% p/v: Porcentaje peso/volumen

% v/v: Porcentaje volumen/volumen

g: Fuerza gravitacional relativa

g: Gramos

kg: Kilogramos

pL: Microlitros

pm: Micrémetros

2D: Dos dimensiones, referido al cultivo
de células en monocapa o bidimensional.
3D: Tres dimensiones, referido al cultivo
tridimensional de células, también

nombrado como esferoide.

13



Introduccion

14



1. Tripanosomatidos

Los tripanosomatidos son protozoarios flagelados unicelulares que pertenecen al orden
Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae. Se distinguen por la presencia de una gran
mitocondria con ADN circular conocido como kinetoplasto. Dentro de esta familia, se
encuentran los géneros Trypanosoma, Leishmania, Phytomonas, Crithidia, Herpetomonas,
Leptomonas, Endotrypanum, Angomonas, Strigomonas, Wallaceina y Novymonas.

Trypanosoma y Leishmania son de gran importancia en la regién debido a su endemicidad y al
impacto que generan en la poblacién local. Ambos géneros son dixénicos, lo que significa que
su ciclo de vida requiere la participacién de dos hospedadores. Ademds, estos
tripanosomatidos tienen la capacidad de infectar a la mayoria de las clases de vertebrados
por medio de vectores invertebrados como triatominos, moscas, mosquitos y otros insectos

hematéfagos (1).
2. Trypanosoma cruzi

Es un protozoo flagelado perteneciente al Imperio Eukaryota, Reino Protozoa, Subreino Eozoa,

Infrarreino Euglenozoa, Filo Euglenophyta, Subfilo Glycomonada, Clase Kinetoplastea, Subclase

Metakinetoplastina, Orden Trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae y Género Trypanosoma

(2).

Este parasito se distingue por varias caracteristicas (3):

e Se reproduce asexualmente mediante fisién binaria, en la que una célula madre genera
dos células hijas idénticas, proceso que ocurre tanto en el insecto vector como en células
del hospedador mamifero durante su estadio intracelular.

o El flagelo le permite moverse de manera controlada y eficiente, efectuando un
desplazamiento simétrico y ondulatorio. Esta caracteristica facilita su invasiéon a las
células del huésped, su desplazamiento a través del torrente sanguineo en busca de
establecer nuevos focos de infeccion, y la evasion del sistema inmune, lo que incrementa
su capacidad de supervivencia y eficacia infectiva.

e Presentan una fina capa de carbohidratos, compuesta por glicoproteinas y glicolipidos,
que recubre la superficie de la membrana plasmatica. Esta cumple funciones
importantes en la interaccién entre el pardsito y sus hospedadores: facilita el contacto y
adhesion a la superficie de las células del hospedador y participa en las etapas iniciales de
la penetracién celular. Ademas, contribuye a la evasion del sistema inmune del

hospedador al actuar como una barrera fisica que protege al pardsito.
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e Poseen una mitocondria diferenciada llamada kinetoplasto, que contiene hasta el 25% del
ADN del parasito (ADNk). Esta tiene la forma de una red compuesta de miles de
moléculas de ADN circular concatenadas en una gran red. La red contiene dos tipos de
circulos de ADN: minicirculos (1.4 kilobases) y maxicirculos (de 20 a 37 kb, dependiendo
de la UDT) que estan presentes en algunas docenas de copias, y se asemejan en estructura
y funcién genética al ADN mitocondrial en otros eucariontes. Los maxicirculos codifican
genes esenciales para la respiraciéon mitocondrial, mientras que los minicirculos
contienen secuencias involucradas en la edicién del ARN, un proceso necesario para la
expresion funcional de los genes mitocondriales. Esta organizacion particular del ADNk
permite la regulacién y expresiéon de genes mitocondriales en T. cruzi y otros
tripanosomatidos, adaptindose a sus necesidades metabdlicas y a las distintas

condiciones del hospedador.

2.1.Ciclodevida

Trypanosoma cruzi es un parasito dixénico, ya que su ciclo bioldgico se lleva a cabo en dos
hospederos: insectos triatominos de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae
(hospedadores intermediarios) y mamiferos como hospedadores definitivos (4).

En los diversos hospederos mamiferos, en el insecto vector y en los medios de cultivo, T. cruzi
presenta tres estadios con diferentes caracteristicas morfoldgicas nombradas de acuerdo con
la posicién del kinetoplasto con relacién al nicleo y la regién de aparicién del flagelo (3).
Estas formas son:

Epimastigote: Estadio no infectivo y replicativo del parasito en el intestino del insecto vector
y los medios de cultivo. Posee aspecto fusiforme (20 x 2 um) con un kinetoplasto localizado a

nivel del niicleo, del cual emerge el flagelo brindandole gran movilidad.

Tripomastigote: Estadio infectivo y no replicativo, también de aspecto fusiforme (20-25 x 2

um). Tiene un kinetoplasto subterminal, ubicado en la parte posterior del parasito, detras del
ndcleo. Desde el bolsillo flagelar, una estructura cercana al kinetoplasto, emerge el flagelo,
que le proporciona movilidad en su estadio de tripomastigote. La proximidad del
kinetoplasto al bolsillo flagelar esta relacionada con su funcién en la produccién de ATP, ya
que el ciclo respiratorio de la mitocondria es fundamental para generar la energia necesaria
para el movimiento del flagelo. Este estd conectado a la membrana plasmatica formando la
membrana ondulante, lo que le proporciona movilidad en el torrente sanguineo del
hospedador. En su base se encuentra el disco flagelar, una estructura citoplasmatica en
forma de anillo compuesta por microtibulos que rodean el cuerpo basal del flagelo. Se cree

que el disco flagelar desempefia un papel en el anclaje y regulaciéon del movimiento del

16



flagelo, facilitando la propulsién del parasito en distintos ambientes.

que recorre al parasito brindando gran movilidad. Se le encuentra en la sangre de los
vertebrados y en el intestino posterior de los vectores (tripomastigote sanguineo y
metaciclico, respectivamente). Es la forma de diseminacién de la infeccién en los mamiferos
y la forma infectiva vectorial.
Amastigote: Estadio no infectivo y replicativo, de forma esférica u ovalada (2-4 um), sin
movilidad y con un pequefio flagelo intracelular. Es la forma responsable de la accién
patdgenay de reproduccion intracelular en los hospederos mamiferos (3).
Este parasito presenta un ciclo de vida complejo (Figura 1), con su forma infectiva presente
en el intestino posterior del insecto vector. Al picar a un mamifero, el vector infectado defeca
cerca del sitio de alimentacion, excretando heces que contienen tripomastigotes metaciclicos
(Figura 1-9). Estos pardsitos pueden ingresar al nuevo hospedador a través de lesiones en la
piel o mucosas como las nasal, bucal u ocular, ya sea por el rascado o al transportar
inconscientemente las deyecciones del insecto (Figura 1-1) (5). Una vez que ingresan al
cuerpo, los pardasitos tienen la capacidad de infectar diversas células nucleadas, incluyendo
fibroblastos, células musculares, epiteliales y endoteliales (Figura 1-2). Al adherirse a una
célula, los tripomastigotes metaciclicos son envueltos en una vacuola parasitéfora, que
posteriormente se fusiona con vesiculas lisosomales. En esta instancia, los parasitos logran
evadir la accion de las enzimas digestivas mediante mecanismos especializados. Una vez en
el interior de la célula, pierden su flagelo y membrana ondulante, transformindose en
amastigotes, que se replican por fisidn binaria (Figura 1-3). Finalmente, las células infectadas
se lisan, liberando tripomastigotes sanguineos que infectan células vecinas o acceden al
torrente sanguineo, pudiendo alcanzar otros organos o tejidos (Figura 1-4). Los
tripomastigotes sanguineos pueden ser ingeridos nuevamente por un insecto vector no
infectado al succionar la sangre del mamifero hospedador infectado (Figura 1-5). En el
intestino medio del vector, los parasitos se alargan y se transforman en epimastigotes, donde
se replican (Figura 1-6,7). Al llegar al recto, los epimastigotes se diferencian nuevamente en

tripomastigotes metaciclicos, completando asi su ciclo de transmision (Figura 1-8) (3,6,7,8).
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Figura1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

2.2. Diversidad genética

T. cruzi presenta una notable diversidad genética y fenotipica intraespecifica. Estudios
iniciales mostraron diferencias de hasta el 40% en el contenido de ADN entre cepas,
atribuibles principalmente al ADN nuclear. Un analisis posterior de clones derivados de
aislados wild type (forma natural o no mutada de un organismo que se encuentra en la
naturaleza o en poblaciones no modificadas. Se considera la versién de referencia con la que
se comparan mutantes o variantes genéticas) confirmé que el tamafio del genoma puede
variar hasta un 48%. Este organismo es diploide, con un genoma distribuido en pares
homoélogos de cromosomas que varian en niimero y tamario entre cepas. Estas caracteristicas
indican una alta plasticidad del genoma, lo que podria contribuir a la diversidad genotipicay
fenotipica de la especie. La comprensién de la estructura de la poblacién de este parasito es

relevante, debido a los vinculos con los ciclos de transmision y enfermedad (9).

En la actualidad, las poblaciones naturales de T. cruzi han sido clasificadas en siete Unidades
Discretas de Tipificacién (UDTs), TcI a TcVI y TcBat, con distintas distribuciones geograficas
y ciclos de transmisién. Cada UDT agrupa poblaciones parasitarias genéticamente cercanas,

que comparten marcadores moleculares y bioquimicos (10,11).

Dejando de lado los origenes evolutivos de las UDTSs, se observan caracteristicas geograficasy
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bioldgicas divergentes, comprender estos factores y analizar sus diferencias puede ayudar a
entender la epidemiologia de la enfermedad de Chagas (ECh). Los ciclos doméstico y silvestre
de T. cruzi estan relacionados con las UDTs, ya que ciertas unidades tienden a presentarse
mas con un ciclo que con otro. Por ejemplo, TcllII se encuentra principalmente en el ciclo
silvestre, infectando animales en habitats naturales, mientras que TcV y TcVI estin mds
presentes en el ciclo doméstico, donde predominan en dreas urbanas y periurbanas y se

asocian con infecciones en humanos y animales domésticos (Figura 2) (11).

En cuanto a su distribucion, se observa que en el cono sur predominan TcII, TcV y TcVI (y en
menor proporciéon Tcl), especialmente en el Gran Chaco y el extremo sur de Brasil. En
América del Sur y América Central, Tcl es mas comun y se distribuye ampliamente en ambas
areas, extendiéndose incluso hasta Norteamérica. Sudamérica es el drea de distribucién de
TcIll, aunque es raro en humanos. Por otro lado, TcIV estd presente tanto en América del
Norte como en América del Sur, con una mayor incidencia en Venezuela, aunque es
esporadico en otras zonas del continente sudamericano (Figura 2). Finalmente, TcBat se
encuentra en Brasil, Panamd y Colombia. De igual manera, las poblaciones parasitarias

halladas en diferentes reservorios y vectores son variables a lo largo del continente (11).

En cuanto a la infeccién en humanos, todas las UDTs han mostrado capacidad infectiva
presentando prevalencias diferentes, a diferencia de TcBat que se encuentra principalmente
en murciélagos. Segin sus asociaciones con formas clinicas de la ECh, pueden agruparse de
la siguiente manera: Tcl se encuentra en pacientes con cardiopatias. Por otro lado, TcII esta
asociada con cardiopatias, mega sindromes e infecciones congénitas. Tclll, en cambio, es
escasa en humanos y no esta vinculada a una forma clinica especifica. En cuanto a TclV, se
observa principalmente en infecciones humanas en Venezuela, sin asociacion a formas
clinicas particulares. TcV es el grupo mas comin en infecciones humanas en Argentina y el
sur de América del Sur, y se presenta en pacientes con cardiopatias, mega sindromes e
infecciones congénitas. Finalmente, TcVI también se asocia con cardiopatias, mega

sindromes e infecciones congénitas (12).
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Figura 2. Distribucién de los DTUs de T. cruzi en las Américas. (a) Mapa de consenso que abarcalas1s
categorias (mostradas en la leyenda), (b) Distribucién de Tcl y sus genotipos, (c) Tcll, (d) TcIll, (e)
TclV, (f) TcVy (g) TcVI. Extraido de: (11).

3. Enfermedad de Chagas

La ECh, también conocida como tripanosomiasis americana, es una enfermedad infecciosa
causada por el pardsito protozoario Trypanosoma cruzi, que infecta a mamiferos y es
transmitido por triatominos. Es una zoonosis metaxénica transmitida principalmente por
insectos hemipteros, como los triatominos, comdnmente conocidos como vinchucas en
algunos paises de América del Sur. Estas atraviesan varios estadios de desarrollo, desde ninfa
hasta adulto, con un tamano que varia entre 2 mm en las primeras fases y hasta 2 cm en la
adultez. Las diferentes especies de vinchucas pueden presentar una variedad de colores,
incluyendo negro, marrén oscuro, marrén rojizo, amarillo, anaranjado y blanco, ademds de
patrones con franjas o manchas en tonos rojizos, naranjas o amarillos, dependiendo de la
especie y su hdbitat. Su cabeza es estrecha y cuenta con dos pequefias protuberancias a modo
de ojos; posee seis patas, un par de antenas y un par de alas. Su cuerpo es plano, pero al
alimentarse, su abdomen puede expandirse hasta cuatro veces su tamafio original (Figura 3)
(13). Pertenecen a la familia Reduviidae y subfamilia Triatominae, dentro de esta subfamilia de
insectos hematéfagos, la mayoria de los casos de ECh se atribuyen a las siguientes especies
de habitos domiciliarios: Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata y Triatoma infestans siendo esta

tltima el principal vector en la Argentina y sur de Brasil (14).

Esta enfermedad puede ser adquirida o congénita, posee y compromete diversos érganos y
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sistemas, en especial el corazén y el tubo digestivo (15), recibe su nombre en honor a Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas, médico e investigador brasilefo que el 14 de abril de 1909

diagnosticd la enfermedad en una persona por primera vez (16).

Figura 3. De izquierda a derecha: Imagen de una vinchuca adulta de la especie Triatoma infestans,
Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus en la que se pueden observar sus seis patas, par de antenas y

alas. Extraido de: (13, 17, 18).

3.1. Epidemiologia

La ECh representa, junto a las geohelmintiasis, la enfermedad desatendida con mayor
cantidad de afos de vida saludable perdidos por discapacidad en América Latina (19). El drea
endémica comprende 21 paises de América Latina continental y se extiende desde el sur de
los Estados Unidos de América hasta el sur de la Argentina y Chile. Segin datos de la
Organizacion Mundial de la Salud, se estima que entre 6 y 7 millones de personas en todo el
mundo estan infectadas con T. cruzi, lo que provoca aproximadamente 12.000 muertes al
aflo, mientras que alrededor de 75 millones de personas se consideran actualmente en riesgo
de infeccién (16,20).

Por otro lado, la globalizacién ha fomentado los flujos migratorios convirtiéndo a la ECh en
un problema de salud mundial debido a la movilidad de la poblacién desde paises endémicos
de América Latina hacia regiones no endémicas como Europa, Estados Unidos, Canada,
Japén, y Australia (Figura 4) (21,22). La mayoria de los migrantes en Europa se concentran en
Espafia, Italia, Francia, Reino Unido y Suiza, donde los estudios de seroprevalencia indican
que un 4,2% de los inmigrantes latinoamericanos portan la infeccién (21). En América del
Norte, se estima que en 2011 habia unas 300.000 personas afectadas en Estados Unidos y
alrededor de 6.000 en Canada (23,24). En Asia y Oceania, Australia ha registrado mas de
3.000 casos entre habitantes procedentes de América Latina, y Japén ha reportado 1.510 casos

de infeccion por T. cruzi (24).
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Figura 4. Distribucién mundial de los casos de ECh. Extraido de: (25).

En Argentina, se estima que alrededor de 7 millones de personas estan en riesgo de contraer
la ECh, de las cuales aproximadamente 1.5 millones ya se encuentran infectadas. De estas,
entre 350.000 y 500.000 han desarrollado cardiopatias como consecuencia de la progresiéon
de la enfermedad (26, 27).

Las zonas cercanas al Gran Chaco presentan un mayor riesgo de Chagas debido a su
proximidad geogrifica y la migracién fronteriza. Por otro lado, aunque la Patagonia esta
libre de Chagas, provincias como Santa Cruz, Rio Negro, Tierra del Fuego, Chubut y Neuquén
presentan riesgos potenciales debido a las migraciones (28).

Segtn el Ministerio de Salud de la Nacién, actualmente el vector se encuentra en 10
provincias argentinas: Catamarca, Chaco, Cérdoba, Formosa, Jujuy, La Rioja, Mendoza,
Salta, San Juan y Santiago del Estero (Figura 5). Por otro lado, se ha certificado la
interrupcién de la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas en las provincias de
Corrientes, Entre Rios, La Pampa, Misiones, Neuquén, Rio Negro, Santa Fe, San Luis y

Tucuman (29).
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Figura 5. Distribucién geografica de riesgo de transmision de la ECh en Argentina. Fuente: (30).

3.2. Aspectos clinicos de la ECh: fases de la infeccion

La Enfermedad de Chagas tiene dos fases clinicas principales: una fase aguda, seguida de
una fase asintomatica o indeterminada, y finalmente una fase crénica sintomdtica. Cada fase
presenta caracteristicas y manifestaciones especificas, lo cual determina el método de

diagnéstico adecuado para cada una.

3.2.1.Faseaguda

La fase aguda comienza con el ingreso del parasito al hospedador, teniendo una duracién de
entre 4 a 8 semanas. Se caracteriza por una parasitemia elevada que va disminuyendo con el
transcurso de la infeccién. En esta etapa pueden presentarse sintomas clinicos relativamente

inespecificos como fiebre, dolor de cabeza, agrandamiento de ganglios linfiticos, dolor
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muscular o dificultad para respirar (31,32). Ademds se puede presentar inflamacién y lesiones
cutaneas en el sitio de inoculacion (chagoma) y la aparicién del complejo oftalmoganglionar
(signo de Romafa) cuando el parasito ingresa al organismo a través de una herida cerca del
ojo (Figura 6) (33).

Esta fase afecta del 1 al 5% de los pacientes y se caracteriza principalmente por
manifestaciones como miocarditis chagiasica aguda, derrame pericirdico o
meningoencefalitis, condiciones que presentan un bajo riesgo de mortalidad, estimado entre

elo,2yelo,5% (34).

A. Signo de Romafa B. Lesiones cutaneas C. Chagoma

Figura 6. Sintomas clinicos de la fase aguda de la ECh. A: Complejo oftalmoganglionar (signo de
Romafia), B: Placas inflamatorias en la regién del muslo y gemelo y C: Chagoma localizado en el brazo

(circulo). Extraido de: (35, 36, 37).

3.2.2. Fase asintomatica

De no ser tratado a tiempo el paciente evoluciona hacia la fase crénica donde suelen
permanecer en una forma clinica indeterminada, que es asintomadtica por varios afios y

representa un excelente ejemplo de equilibrio entre el parasito y su hospedador (38).

3.2.3. Fase cronica

Muchos pacientes con infeccion cronica de Chagas permanecen asintomaticos durante toda
su vida; sin embargo, entre el 30 y 40% de ellos desarrollan, tras varios anos o incluso
décadas, patologias caracteristicas de la ECh, lo que marca el inicio de la fase sintomatica.
Los 6rganos mas afectados son el corazén y el intestino, dando lugar a cardiomegalia,
megaeséfago y megacolon (Figura 7). También se han registrado casos de agrandamiento de
intestino, uretra y vejiga y afecciones del sistema nervioso central con meningoencefalitis

(34).

24



En nuestro pais, la afeccién predominante es la cardiaca, que impacta al 30% de los casos.
Esta condicion puede llevar a bloqueos auriculoventriculares, bloqueos intraventriculares,
bradicardia sinusal y contracciones ventriculares prematuras, lo que incrementa el riesgo de
muerte subita (33). En etapas avanzadas, algunos pacientes desarrollan arritmias cada vez

mas graves, progresando hacia insuficiencia cardiaca y, eventualmente, su muerte (39).

A. Megaeséfago B. Megacolon C. Cardiomegalia

Figura 7. Sintomas clinicos de la fase crénica de la ECh. A: Radiografia de térax en la que se observa
una masa mediastinal que se extiende hacia la derecha, posterior al mediastino, debido a una
dilatacién anormal del es6fago. B: Radiografia abdominal en la que se observa una dilatacién anormal
del colon, visible como una expansién de la zona intestinal. C: Radiografia de térax con un indice
cardiotordcico de 0,52, indicando que el didmetro del corazén ocupa el 52% del ancho total del térax,
lo que sugiere un agrandamiento moderado del lado izquierdo. Extraido de: (40, 41).

3.3. Diagnodstico

En la actualidad existen diversas técnicas (parasitoldgicas, serologicas y moleculares) para el
diagnéstico de la ECh, en donde la utilizaciéon de cada método depende de la etapa de la
infeccidén y la carga parasitaria. Es recomendable combinar estas pruebas, aplicando dos
ensayos con principios diferentes para que el diagndstico sea certero en un 95% o tres ensayos
para que lo sea en un 98% (42).

El diagnéstico de la infeccién en etapa aguda se basa principalmente en métodos de
deteccion directa del parasito en sangre mediante microscopia en técnicas de hemocultivo,
strout, microhematocrito y xenodiagndstico. Por otro lado, los métodos de detecciéon de sus
componentes moleculares resultan los de mejor performance diagndstica. Estas técnicas,
basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), son altamente sensibles y
especificas. Sin embargo, su implementacién requiere personal especializado y bien
capacitado, asi como una infraestructura adecuada, que a menudo no estd disponible en
centros de salud de zonas endémicas. Todo esto, junto con los altos costos asociados,

dificulta la transicién de las técnicas de detecciéon molecular de un ambito experimental a su
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uso clinico masivo (43). Frente a esta problemdtica surgen los métodos moleculares point of
care (POC), estos permiten llevar a cabo el diagnéstico directamente en el lugar donde se
encuentra el paciente, como clinicas, hospitales rurales o en areas con recursos limitados, sin
necesidad de enviar las muestras a laboratorios especializados. Ademas, estan disefados
para ser rapidos, faciles de usar y requerir minimos insumos técnicos. Un ejemplo de ello es
la técnica LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification), desarrollada para detectar el ADN de
T. cruzi en muestras de sangre del paciente. Esta técnica amplifica la secuencia satélite
altamente repetitiva del pardsito y se realiza en microtubos con reactivos secos dentro de las
tapas. La reaccidén ocurre a una temperatura constante, lo que elimina la necesidad de
equipos costosos como la termocicladora. La deteccién de los productos amplificados se
realiza de manera directa y visual utilizando calceina (44, 45).

En la etapa crénica, el serodiagnéstico es hasta el momento el método de diagnédstico por
excelencia debido a que, los pacientes experimentan seroconversién producto de una fuerte
respuesta inmune adaptativa generando altos titulos de anticuerpos especificos contra
antigenos del parasito (46). Los mismos, pueden ser detectados por técnicas como el ensayo
inmunoenzimdtico (ELISA), la hemaglutinacion indirecta (IHA) y la inmunofluorescencia
indirecta (IFA) (47).

3.4. Tratamiento

El tratamiento se basa en un enfoque etiolégico, y actualmente solo existen dos
medicamentos aprobados para este fin: benznidazol y nifurtimox. Ambas tienen efecto
tripanocida, y resultan muy efectivas en pacientes en fase aguda o recién nacidos con
infeccién congénita. En pacientes cursando la fase crénica de la enfermedad, sin embargo,
estas drogas sdlo tienen eficacia parcial y, ademas, pueden generar serios efectos colaterales
como hipersensibilidad, dermatitis, fiebre, dolor muscular y neuropatias periféricas en
tratamientos prolongados. Esto resulta en la interrupcién prematura del tratamiento en el
10-20% de los casos (48, 49). Hay que mencionar, ademds, que ninguna de ellas ha sido
aprobada para su administracién en mujeres embarazadas ya que se desconocen sus posibles

efectos teratogénicos (50).

3.5. Vias de transmisiéon

Existen diferentes vias de transmisién de la infeccién por T. cruzi siendo la principal la
transmisién vectorial (descrita en la seccién 3.0). Esta via se distribuye a lo largo del

continente Americano, con una incidencia concentrada principalmente en zonas rurales.
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Esto se debe a su capacidad para adaptarse a viviendas precarias, construidas con materiales
rudimentarios que proporcionan un nicho ecoldgico (paredes agrietadas y techos de paja)
ideal para los vectores (51). En los Gltimos afios, el perfil de transmisién ha cambiado debido a
que el control vectorial ha interrumpido la transmisién por triatominos en Aareas
domiciliarias, lo que ha dado mayor relevancia a otras vias de transmision, como la
transfusional, por trasplante de 6rganos, oral, accidentes de laboratorio y congénita (4, 51).

La transmision transfusional ocurre cuando un paciente recibe sangre con tripomastigotes
circulantes de T. cruzi provenientes de un donante infectado, y depende del cribado realizado
en los bancos de sangre del pais en el que se efectia la transfusién (52). Durante un
trasplante de érganos, los nidos de amastigotes contenidos en el tejido del donante infectado
pueden evolucionar a tripomastigotes en los pacientes receptores inmunosuprimidos (53). En
la via oral, los tripomastigotes metaciclicos pueden sobrevivir durante largos periodos en
jugos de frutas o leche, y asi infectar a un huésped vertebrado que consuma estos alimentos
(54, 55). Es posible que ocurran accidentes en el laboratorio durante la manipulacién de
cultivos de tripomastigotes, triatominos o material bioldgico, lo cual puede llevar a la

contaminacién del operador (56).

4. Transmision Congénita

En ausencia de tratamiento, las mujeres infectadas por T. cruzi pueden transmitir la infeccién
a su descendencia durante su edad fértil, lo que resulta en la infeccién del feto generando
Chagas congénito (EChc). La transmisién puede ocurrir si la madre infectada se encuentra
en fase aguda o crénica (la mayoria se encuentra en fase crénica) y puede ocurrir por via

transplacentaria o transmembranaria (57,58,59).

4.1. Enfermedad de Chagas congénito (EChc)

Esta se define por la deteccidn del parasito en la sangre del cordén umbilical, o en la sangre
periférica, al momento del nacimiento, en sus primeras semanas de vida o frente a la
deteccién de anticuerpos anti-T. cruzi luego de ocho meses de su nacimiento (en un contexto

en el que no se haya podido infectar por via vectorial o transfusional (57, 58, 59, 60).

4.2. Epidemiologia

La transmisién congénita puede repetirse en cada embarazo, fenémeno conocido como

agrupamiento familiar de la transmisién vertical, por lo cual existen mujeres infectadas que

27



transmiten la infeccidn a todos o la mayoria de su descendencia y otras que no lo hacen (61).
Ademas existe el riesgo de mantener los ciclos de transmisién vertical (madre-hijo) a través
de generaciones sucesivas, ya que, si estas nuevas generaciones también son mujeres y
tienen hijos, podrian continuar transmitiendo la infeccién, manteniendo asi la enfermedad
activa tanto en areas endémicas como no endémicas (62). Debido a esto, el control de esta via
es una prioridad en salud publica mundial. Es la ruta de transmisién mds frecuente, tanto en
regiones endémicas, debido al éxito en el control vectorial y de bancos de sangre, como en
paises no endémicos, debido a los movimientos migratorios (63). Se estima que a nivel
mundial mas de dos millones de mujeres en edad reproductiva estan afectadas por la
infeccidén por T. cruzi, y entre el 3 y el 11% de los bebés de madres infectadas nacen con ECh
generando unos 15.000 casos nuevos cada ano (64). En nuestro pais, la seroprevalencia en
embarazadas es de alrededor del 6% en regiones endémicas y el riesgo de transmision
congénita del 7% al 1% (65). Dado que un alto porcentaje de los casos congénitos son
asintomaticos, la prevencién y el control requieren el tamizaje de los nifios y de mujeres en

edad reproductiva y su tratamiento.

4.3. Aspectos clinicos

Los recién nacidos con enfermedad de Chagas no presentan un cuadro clinico definido pero
se han observado diversos signos, entre ellos: prematuridad y bajo peso al nacer, hipotonia
muscular, hepatomegalia, esplenomegalia, alteraciones cardiacas y meningoencefalicas,
hemorragias cutineas, edema generalizado, megaeséfago y megacolon (66, 67).

Por otro lado, se observa un porcentaje considerable de neonatos completamente
asintomaticos, que puede variar entre el 31 % y el 72 % (68, 69). Este aspecto vuelve
trascendental emplear un método de diagndstico que no se base en los aspectos clinicos, para
evaluar a todo nifio nacido de una madre seropositiva con el fin de la deteccién temprana

para poder brindar el tratamiento correspondiente (70).

4.4. Diagnéstico

El diagnéstico de EChce se fundamenta en tres estrategias: la deteccidn parasitoldgica directa,
el diagndstico seroldgico y el diagnéstico molecular (Figura 8).

Para la deteccion parasitoldgica en el recién nacido, se recomienda emplear el micrométodo
en tubo capilar como prueba para concentrar los pardsitos (71, 72). Este método consiste en
recolectar una pequefia muestra de sangre (de cordén umbilical, capilar o venosa) en un tubo

capilar, que luego se centrifuga para separar sus componentes. Posteriormente, se examina
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el tubo bajo el microscopio para buscar parasitos en la capa de leucocitos (buffy coat) o en el
plasma. Un resultado negativo al momento del nacimiento no descarta una infeccién
congénita; es recomendable que la prueba vuelva a realizarse alrededor de los 30 dias de vida,
ya que la parasitemia puede ser baja al nacer o haberse producido la infeccién durante el
parto (72). Es de bajo costo, rapido y requiere solo un volumen minimo de sangre, por lo que
resulta especialmente util en poblaciones neonatales o en areas con recursos limitados.

El diagnéstico seroldgico se basa en la deteccién de anticuerpos IgG anti-T. cruzi después de
los 10 meses de vida. Esta prueba no se lleva a cabo en el recién nacido debido a la
transmisién pasiva de anticuerpos de la madre al feto (73). De esta manera, un resultado
positivo confirma el diagndstico de infeccién por T. cruzi ya que su presencia indica que el
sistema inmunoldgico del nifio fue estimulado por el parasito (71).

Para el diagnéstico molecular, en la actualidad en algunos paises, entre ellos la Argentina, se
emplea la PCR en tiempo real como alternativa sensible para el diagndstico temprano
especialmente en casos con baja parasitemia o resultados dudosos de los métodos directos.
Este método complementa las estrategias mencionadas, ofreciendo mayor sensibilidad y
especificidad. Un resultado detectable es indicativo de diagnédstico de infeccién y por lo tanto

mandatorio de dar tratamiento etiolégico (74).

Madre con serologia positiva Q?

g Bebé en el nacimiento Nifios a partir de los 10 meses éa
Ensayo parasitologico: micrométodo Ensayo serologico por dos métodos

Bebé a los 2 meses de vida
Ensayo parasitologico: micrométodo

Figura 8. Algoritmo para el diagndstico de Chagas congénito.
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4.5. Tratamiento

Como se explicé en la seccién 1.8, los dos medicamentos disponibles para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas son el benznidazol y el nifurtimox. Actualmente, existen
formulaciones pediatricas de nifurtimox disefiadas especificamente para infantes y nifios
pequenos. Estas formulaciones estin adaptadas para garantizar seguridad, eficacia y
facilidad de uso, ajustindose a las necesidades particulares de los pacientes pediatricos. Por
ejemplo, para aquellos que no pueden tragar comprimidos, la presentacién pediatrica de
nifurtimox incluye comprimidos de 30 mg y 120 mg que son divisibles y dispersables,
facilitando su administracién. Mientras que, para los recién nacidos se administran
triturando los comprimidos y disolviéndose en agua o leche para facilitar su ingesta. (75).
Estas formulaciones pediatricas estan indicadas en pacientes, desde su nacimiento hasta los
18 afos, siempre que tengan un peso minimo de 2,5 kg. Su administracion se realiza durante
un periodo de 60 dias, con un régimen ajustado segin la edad y el peso del paciente,
asegurando asi una dosificacién adecuada y segura para cada etapa de su desarrollo. El
seguimiento realizado durante 4 afos ha demostrado la eficacia y seguridad de este régimen
terapéutico, sin que se hayan registrado eventos adversos asociados directamente al
tratamiento (75).

El tiempo entre el diagndstico y el inicio del tratamiento es fundamental, ya que se ha
observado una seronegatividad cercana al 100% luego de 12 meses en los nifos tratados al
nacimiento, mientras que este porcentaje disminuye si el tratamiento se inicia en nifios de

mayor edad (57, 68).

4.6. Factores parasitarios y placentarios

La infeccién materno-fetal surge de una interaccion compleja entre caracteristicas del
parasito y factores placentarios (76). Se ha observado una correlacion positiva entre la carga
parasitaria materna durante el embarazo y el riesgo de transmisién (77, 78, 79, 80).

La cepa de T. cruzi también cumple un rol en la respuesta placentaria a la infeccién. Excepto
por TclV, todas las demds UDTs se han asociado con casos de infeccién congénita. En
particular, TcV se ha identificado en el 80-100% de los casos congénitos en Argentina, Bolivia,
sur de Brasil, Chile y Paraguay. La prevalencia de UDTs especificos en casos congénitos
parece estar en concordancia con su presencia en la poblacién infectada (81). Esto se pudo
observar en estudios donde demostraron que los bebés infectados portaban las mismas cepas

que prevalecian en las regiones geogrificas donde sus madres fueron infectadas (65, 76). Sin
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embargo, las poblaciones naturales de T. cruzi son policlonales; los pacientes pueden estar
infectados por cepas pertenecientes a UDTs distintos o a una misma, pero con tropismos
diferentes (64). Diferentes clones de T. cruzi exhiben variabilidad en su tropismo tisular y
virulencia (82, 83), y ciertas variantes genéticas se han asociado con la transmision congénita
de la enfermedad de Chagas (84, 85). Ademads, se ha descrito el tropismo tisular de diferentes
cepas de T. cruzi hacia la placenta en modelo murino. Por ejemplo, la cepa Colombiana (TcI)
presenta una alta incidencia de parasitismo placentario (98%), mientras que la cepa Y (TclI)
infecta solo el 17% de las placentas (86). Asimismo, se identificaron diferencias en la respuesta
del microambiente placentario tras la infeccion crénica con las cepas K98 y VD (esta tltima
aislada de un caso congénito), que pertenecen a diferentes UDTs y presentan tropismo
placentario diferencial en ratones (87). Por otro lado, en un ensayo donde se realizaron
infecciones en explantes ex vivo de vellosidades coridnicas con la cepa VD, se observé mayor
carga parasitaria en tejido placentario, en relacién a una cepa no congénita (88). Por otro
lado, madres que han transmitido la infeccién a uno de sus hijos tienen mayor riesgo de
volver a transmitirla en una segunda oportunidad, ademas se han reportado casos de Chagas
congénito de segunda generacién en madres nacidas en zonas no endémicas, o expuestas a
ninguna otra via posible de infeccion (51). Estas observaciones llevan a proponer la existencia

de factores genéticos del hospedador involucrados en la transmision congénita.

5. La placenta humana

Para comprender la transmisién transplacentaria, es esencial definir las funciones,
estructura y clasificacién de la placenta humana, que constituye la principal barrera entre los

compartimentos materno y fetal a lo largo del embarazo.

5.1. Funciones de la placenta humana

La placenta es un 6rgano transitorio que se forma durante el embarazo, conecta al feto con la
madre y cumple numerosas funciones indispensables para la sobrevida del feto, entre las
cuales se encuentran (89):

Transporte de sustancias: A través de la placenta, el feto recibe oxigeno, glucosa,

aminodcidos y hierro, provenientes de la sangre materna. A su vez, la placenta transfiere a la

sangre materna los materiales de desecho fetal, como diéxido de carbono, urea y amoniaco.

Transporte de anticuerpos: La IgG atraviesa la placenta para brindar inmunidad pasiva al

feto, manteniéndolo protegido mientras su sistema inmunoldgico atin no estd maduro.

Endocrina: A nivel endocrino, la placenta produce dos tipos de hormonas: las polipeptidicas,
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como la gonadotropina coriénica humana (HCG) y el lactégeno placentario humano (HPL), y
las esteroideas, como los estrégenos y la progesterona. Estas hormonas ayudan al desarrollo
del feto, preparan el cuerpo materno para el parto y la lactancia, y mantienen un ambiente
uterino saludable durante todo el embarazo.

Barrera placentaria: Actia como una barrera que protege al feto de células maternas y
patdgenos, aunque en algunos casos, como en la transmisién de T. cruzi, uno de los
mecanismos es por la invasion del pardsito al epitelio trofoblastico, seguido de su

proliferacion hasta llegar a los capilares fetales y producir la infeccién.

5.2. Estructura de la placenta humana

En el tercer trimestre, la placenta estd compuesta por dos partes principales: la placa
coribnica, que constituye el componente fetal, y la placa decidual o placa basal, que es el
componente materno. Entre ambas placas se encuentra el espacio intervelloso, una cavidad
llena de sangre materna (Figura 9). Al analizar los componentes de cada placa, observamos
que la placa coridnica se compone de varias capas: el amnios, el mesodermo
extraembrionario, el citotrofoblasto y el sincitiotrofoblasto, este tltimo en contacto directo
con la sangre materna. Por su parte, la placa basal estd formada por el sincitiotrofoblasto,
citotrofoblasto de la coraza y decidua basal, que proviene del tejido materno y contribuye al

anclaje y la funcién de la placenta (89).

Decidua parietal

Vena umbilical Arterias umbilicales

sangre rica en oxigeno sangre pobre en oxigeno -
(sangl igeno) (sangre p igeno) CoioH lIE6

Membrana amniocoriénica Circulacion fetal

Espacio intervelloso Amnios

Mufién de una vellosidad
madre principal

Placa coriénica

r', Vellosidades
Vellosidad madre principal ‘ “/ ramificadas
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Figura 9: Representacién esquemdtica de una seccién transversal a través de una placenta, con
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demostracién de: 1) la relacién entre el corion velloso (parte fetal de la placenta) y la decidua basal
(parte materna de la placenta); 2) la circulacién placentaria fetal, y 3) la circulacién placentaria
materna. Se puede observar que las arterias umbilicales transportan sangre fetal escasamente
oxigenada (en azul en la ilustracién) hasta la placenta y que la vena umbilical transporta sangre
oxigenada (en rojo en la ilustracién) hacia el feto. Cada cotiledén lo constituyen dos o mais
vellosidades madre principales y numerosas vellosidades ramificadas. Fuente: (89).

El trofoblasto es una capa de células que rodea al embrién en sus primeras etapas de
desarrollo, desde la fertilizacion hasta la formacién de la placenta. Desempefia un papel
crucial en la implantacién del embrién en el Gtero materno, proteccién del embrién y en la
creacion de la placenta (90). A través de sus capas, el citotrofoblasto y el sincitiotrofoblasto, el
trofoblasto compone las vellosidades coridnicas, estructuras clave que permiten el
intercambio materno-fetal (90, 91). El citotrofoblasto estd conformado por células
mononucleadas que forman la capa interna del trofoblasto, tienen la capacidad de dividirse y
diferenciarse, generando otros tipos celulares necesarios para el desarrollo placentario.
Ademas, actian como una barrera adicional que limita el paso de patdgenos hacia las capas
internas de las vellosidades coridénicas, contribuyendo a la proteccién del feto (Figura 10 - B).
Por otro lado, el sincitiotrofoblasto constituye la capa externa del trofoblasto y esta formado
por la fusion de células del citotrofoblasto, lo que genera células multinucleadas. Estas
células invaden el tejido materno y facilitan el intercambio de nutrientes entre la madre y el
embrién. El sincitiotrofoblasto también es el responsable de la produccion de hormonas
esenciales durante el embarazo. Por su parte, los trofoblastos extravellosos, que derivan del
trofoblasto, son los encargados de anclar el embrién a la pared uterina. Como componentes
de la capa externa de las vellosidades coridnicas, ambos tipos de trofoblasto estan en contacto
directo con la sangre materna y funcionan como una barrera fisica y funcional (Figura 10 - B)
(89, 90, 91, 92).

Las vellosidades coridnicas constituyen las unidades funcionales principales de la placenta,
estan inmersas en la sangre materna dentro de los espacios intervellosos y contienen en su
interior vasos sanguineos fetales, lo que permite que en ellas ocurra el intercambio de
nutrientes y gases entre la madre y el feto (Figura 10 - A) (89, 90). Se dividen en dos tipos
segtn su funcién y ubicacion, vellosidades de anclaje y flotantes. Las de anclaje establecen
una conexién entre tejido fetal y materno, dado que se encuentran firmemente unidas a la
decidua basal asegurando la fijaciéon de la placenta a la pared uterina. Por otro lado, permiten
que los trofoblastos extravellosos (células trofoblasticas muy invasivas derivadas del
citotrofoblasto) migren hacia la decidua materna invadiendo el tejido materno. Donde
remodelan las arterias espirales uterinas (vasos sanguineos en el endometrio) para asegurar
un suministro adecuado de sangre a la placenta, lo cual garantiza el flujo necesario de

nutrientes y oxigeno hacia el feto. Mientras que, las flotantes surgen de las vellosidades de
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anclaje y se proyectan hacia el espacio intervelloso, donde estin rodeadas por la sangre
materna. Constan de una capa interna de citotrofoblastos recubierta por una capa externa de
sincitiotrofoblastos. En su parte fetal, estin conectadas a la placa coriénica formando una

conexidn entre la madre y el feto para el intercambio materno-fetal (89, 90).
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Figura 10. A: Esquema correspondiente a una vellosidad coriénica. Las arterias transportan sangre
fetal escasamente oxigenada y productos de desecho procedentes del feto, mientras que la vena
transporta sangre oxigenada y nutrientes para el feto. B: Esquema correspondiente a seccién
transversal de vellosidad coridnica en donde podemos apreciar la membrana placentaria, constituida
por citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto, que separa la sangre materna en el espacio intervelloso de la
sangre fetal en los capilares de las vellosidades. Extraida de: (89).

5.3. Clasificacion de la placenta humana

La placenta humana puede clasificarse de dos maneras: una segin su apariencia morfoldgica
y otra en funcién de su estructura histolégica (93, 94).

La clasificacién morfoldgica de la placenta determina si el contacto materno-fetal ocurre en
toda la superficie del saco coridnico o se concentra en dreas especificas. Asi, existen cuatro
tipos: en la placenta difusa, las vellosidades cubren todo el corion (caballos); en la
cotileddnea, se agrupan en zonas pequefas (ovejas, vacas); en la zonal, se distribuyen en una
franja especifica (perros); y en la discoidal o bidiscoide, se concentran en un area circular u

ovalada (humanos, ratones y ratas) (Figura 11) (93, 95, 96).
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Figura 11. Clasificacién morfolégica de la placenta. A: Placenta difusa en caballos, B: Placenta
cotiledénea en ovejas, C: Placenta zonal en perros y D: Placenta discoidal en humanos, ratén y rata.
Adaptado de: (96).

Por otro lado, la clasificacién histoldgica de la placenta se basa en la relacién entre el corion y
la pared uterina, describiendo qué tan intimo es el contacto entre la sangre materna y la
fetal, por lo que resulta mds adecuada para describir la funcién placentaria. En esta
clasificacion, se distinguen tres tipos principales: epiteliocorial, donde el corion fetal,
cubierto de trofoblasto, se adhiere a una mucosa uterina sin invasién (caballos);
endoteliocorial, en la que el trofoblasto entra en contacto directo con el endotelio materno
(perros); y hemocorial, donde la superficie coriénica queda expuesta a la sangre materna. En
humanos, una capa de trofoblasto (hemomonocorial) separa la sangre materna de la fatal,

mientras que en ratones y ratas hay tres capas (hemotricorial) (Figura12) (94, 95, 96).
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Figura 12. Clasificacién histolégica de la placenta. A: Placenta epiteliocorial. Trofoblastos del lado
fetal estan en contacto directo con el epitelio uterino del lado materno, actuando como una barrera
entre ambos compartimentos. B: Placenta endoteliocorial. Trofoblastos del lado fetal estan en
contacto directo con el endotelio de los vasos sanguineos maternos. C: Placenta hemocorial. Las
vellosidades coridnicas quedan expuestas directamente a la sangre materna. Subdivisién en
Hemomonocorial: una capa de trofoblasto separa a la sangre materna y Hemotricorial: tres capas.
Adaptado de: (96).
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6. Transmision Transplacentaria

La transmision transplacentaria de T. cruzi causa EChc en el 4-8% de los hijos de mujeres con
EC crénica, e incluso si no se produce EChc, el resultado del embarazo puede mostrar un

mayor riesgo de parto prematuro, bajo peso al nacer y muerte fetal (97, 98).

6.1. Hipotesis de transmision transplacentaria

La transmision transplacentaria es considerada la via principal de pasaje de parasitos de
sangre materna al embridn y existen tres hipotesis al respecto (Figura 13):

A. Se cree que la principal via implica la invasion del parasito al tejido trofoblastico
(primera linea de defensa placentaria) y su multiplicacién para atravesar el tejido
mesenquimatico rodeado por vesiculas fetales (segunda linea de defensa placentaria),
hasta acceder a dichas vesiculas (64, 76). En gran parte, sélo el sincitiotrofoblasto se
interpone entre la sangre materna y los tejidos fetales, previniendo la penetracién
intercelular (barrera estructural). Se ha observado que T. cruzi replica en trofoblastos de
placentas de madres con altas cargas parasitarias (99). Sin embargo, esto no es
frecuente en placentas de madres con infeccién crénica que han dado a luz neonatos
infectados, ya que no se suelen encontrar parasitos en el trofoblasto velloso (100).

B. Otro mecanismo propuesto es la invasién de dreas de la placenta desprovistas de
trofoblastos, tales como la zona marginal que une las membranas a las placas coridnica
y basal, constituida por células de musculo liso recubiertas inicamente de epitelio
materno. Esta via parece ser importante en la transmisién congénita en madres que
presentan enfermedad crénica (64). T. cruzi puede infectar y replicarse facilmente en
este musculo y en células epiteliales, facilitando la invasién placentaria. Otra hipdtesis
de esta corriente es que la invasion se produce a través de la matriz fibrinoide acelular,
que reemplaza progresivamente el sincitiotrofoblasto degenerado durante la gestacién.

C. También se ha propuesto que los parasitos llegan al liquido amniédtico desde las células
amnidticas después de replicarse en la placenta, infectando oralmente al feto. De hecho,
la presencia de parasitos en la placa coridnica provoca una infeccién secundaria en la

capa contigua de células amnidticas (63).
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Figura 13. Hipotesis sobre la transmision transplacentaria por T. cruzi. A: Invaden y se multiplican en
el tejido trofoblastico, atravesando el tejido mesenquimdtico. B: Invaden areas desprovistas de
trofoblastos en la placenta, como la zona marginal entre las membranas coridnica y basal, donde se
replica en células del musculo liso y epiteliales placentarias. C: Podrian llegar al liquido amnidtico tras
replicarse en la placenta y luego contaminar oralmente al feto. Adaptado de: (96).

6.2. Infeccion en el tejido trofoblastico

Para infectar al feto en desarrollo, los tripomastigotes de T. cruzi deben atravesar el
trofoblasto, el primer tejido fetal que forma la barrera placentaria. Este epitelio estd
compuesto por una capa de citotrofoblastos vellosos mononucleares, ubicados debajo del
sincitiotrofoblasto, en contacto directo con la sangre materna. A partir de la semana 20 de
gestacion, las células del citotrofoblasto disminuyen y los niicleos de los sincitiotrofoblastos
se agrupan para formar nddulos. Esta reestructuracién favorece el intercambio metabdlico,
ya que se generan areas citoplasmaticas delgadas y desprovistas de ntcleo, acercando los
capilares fetales a los sincitiotrofoblastos y haciendo que la membrana placentaria se vuelva
mas delgada. En esta etapa, la invasion del parasito puede verse facilitada causando Chagas
congénito. Se ha propuesto que los tripomastigotes del torrente sanguineo materno, en el
espacio intervelloso, infectan los sincitiotrofoblastos, citotrofoblastos y el tejido conectivo

fetal del estroma velloso, invadiendo diversos tipos celulares (64, 98).
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7. Modelos para el estudio de la interaccion parasito-hospedero

Existen diferentes modelos para el estudio de la interaccién pardsito-hospedero, que de

alguna forma representan el ambiente placentario.
7.1. Modelos bidimensionales (2D)

Los modelos bidimensionales in vitro, como las lineas trofobldsticas humanas BeWo, se
emplean con frecuencia como modelos hospedadores en estudios de transmisién e infeccién
placentaria de T. cruzi (101, 102). Estas células presentan un crecimiento adherente, por lo que
requieren una superficie adecuada para adherirse y proliferar. Ademds, poseen una baja tasa
de fusién espontinea, la cual puede incrementarse empleando forskolina, un conocido
inductor de la diferenciacién del trofoblasto. Por lo tanto, el uso de células BeWo permite
realizar estudios reproducibles que dan lugar a datos con significancia estadistica. A pesar de
sus ventajas, los cultivos 2D presentan limitaciones en representar adecuadamente la
situacién in vivo, ya que les falta la interaccion con distintos tipos celulares y tisulares, asi

como el ambiente del tejido placentario (103, 104).

7.2. Tejido Placentario

Por otro lado, se ha utilizado el tejido placentario humano como modelo de estudio de la
infeccién tisular ex vivo del pardsito (99, 105, 106, 107). Este enfoque posee la ventaja de
replicar condiciones similares a las que ocurren in vivo, es de facil acceso dado que la placenta
es expulsada del cuerpo materno tras el parto y no representa riesgos para la salud de la
madre ni del recién nacido. En ensayos de infeccién con explantes de placenta humana, se
han detectado alteraciones histopatoldgicas en diferentes compartimentos tisulares de las
vellosidades coridnicas de intercambio, especialmente en el sincitiotrofoblasto, las liminas

basales y la matriz extracelular del tejido conectivo fetal (99, 107).

7.3. Modelos tridimensionales (3D)

Los cultivos bidimensionales presentan limitaciones en reproducir adecuadamente las
condiciones in vivo y el uso de tejido placentario humano presenta varias dificultades, entre
ellas su disponibilidad limitada y las implicaciones éticas y legales, que requieren el

consentimiento informado y el cumplimiento de diversas normativas. En este contexto los
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cultivos de micro tejidos tridimensionales (3D), como los esferoides u organoides, emergen
como un nuevo modelo in vitro prometedor. Esto se debe a que ofrecen una estrategia
novedosa para modelos intermedios entre los cultivos bidimensionales y los modelos
experimentales en animales, o los cultivos de explantes placentarios.

Los cultivos tridimensionales (3D) son fisiologicamente relevantes y una buena alternativa
porque imitan la microarquitectura de los tejidos y pueden proporcionar un entorno similar
al que se encuentra en las infecciones naturales (108). Entre las funciones biolégicas de los
cultivos 3D que se acercan a las de situaciones in vivo figuran la proliferacion celular, la
diferenciacién, la morfogénesis y la expresién génica (108, 109, 110). El cultivo de esferoides
de miocitos con tripomastigotes de T. cruzi ha demostrado ser un modelo preciso de fibrosis e
hipertrofia que recrea adecuadamente la miocardiopatia chagisica crénica (111, 112).
También, se exploré la infeccidn de cultivos 3D formados por células HeLa con distintas cepas
de T. cruzi asociando su patrén de migracioén con el comportamiento in vivo (113). Ademas, se
ha desarrollado un micro tejido placentario 3D para recrear el entorno placentario humanoy
realizar pruebas de nanotoxicidad (104). En modelos 3D de infeccién transplacentaria por T.
cruzi utilizando células del trofoblasto, se ha desarrollado un sistema de trofoblastos JEG-3,
en combinacién con células endoteliales microvasculares del cerebro humano, lo que permite
investigar las respuestas celulares y la interaccién entre estos tipos celulares en un entorno
mas representativo de la fisiologia humana. Sin embargo, este modelo de esferoide fue

refractario a la infeccién por T.cruzi (114).
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Hipétesis

"Existen diferencias en el porcentaje de células infectadas, la carga parasitaria en tejido y el

tiempo de diferenciacién de estadio amastigote a tripomastigote, segiin la linea celular

hospedadora, el sistema de cultivo (monocapa o 3D) y la cepa parasitaria empleada durante

la infeccién”

Objetivos

El objetivo general de este trabajo consiste en desarrollar y aplicar modelos in vitro para la

infeccién por T. cruzi, enfocados en la transmision congénita, que permitan estudiar

mecanismos de invasién y tropismo placentario. Para ello se proponen los siguientes

objetivos especificos:

1.

a)

b)

a)

a)
b)

Capacitarse en técnicas de cultivo de lineas celulares trofoblasticas humanas en
monocapay de cepas de T. cruzi de distinto origen y en diferentes estadios.

Realizar controles de calidad periddicos de los cultivos empleados en los
experimentos.

Diferenciar cultivos de epimastigotes a tripomastigotes, utilizando las lineas
celulares Vero (https://www.atcc.org/products/ccl-81), Hela
(https://www.atcc.org/products/crm-ccl-2) y BeWo
(https://www.atcc.org/products/ccl-98).

Comparar la infectividad de cepas de T. cruzi asociadas y no asociadas a casos de
Chagas congénito en células BeWo, en relacién con su infectividad en lineas celulares
no placentarias (Veroy HeLa).

Realizar ensayos de infeccién en paralelo con distintas cepas y determinar, mediante
microscopia, el porcentaje de células infectadas en cada caso.

Estandarizar métodos de PCR en tiempo real, para cuantificar la carga parasitaria en
cepas pertenecientes a distintas unidades discretas de tipificacion.

Capacitarse en técnicas de cultivo tridimensional de lineas celulares trofoblasticas
humanas.

Caracterizar la infeccién en cultivos 3D de células BeWo y comparar los resultados
con lo obtenido en cultivos en monocapa.

Caracterizar la infeccién por microscopia.

Realizar infecciones en esferoides con distintas cepas de T. cruzi y cuantificar por

PCR cuantitativa en tiempo real la carga parasitaria de cada cepa.
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Medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco/mezcla de nutrientes F-12
(DMEM-F12) y medio esencial minimo (MEM)

Se utilizaron dos medios de cultivo, Gibco™ Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F12 (DMEM-Fi12) y Gibco™ Minimum Essential Medium (MEM) de Thermo Fisher
Scientific. El contenido de los sobres de ambos medios de cultivo se vertieron en un
Erlenmeyer y se afiadi bicarbonato de sodio (NaHCOs): 2,20 g para el MEM y 2,44 g para el
DMEM-F12. Posteriormente, se agregd un litro de agua de grado dos (que contiene niveles
reducidos de contaminantes organicos, inorgdnicos y coloides). Para asegurarnos una
completa homogeneizacion de la mezcla se empled un buzo agitador magnético. El pH del
medio se midié con un medidor de pH, manteniéndolo dentro del rango recomendado por el
fabricante de 7 a 7,4, y se ajustd gota a gota utilizando soluciones concentradas de un acido o
una base segin fuera necesario.

Las soluciones preparadas se filtraron dentro del flujo laminar utilizando un equipo de
filtrado de 500 mL equipado con filtros de 0,1 um de tamafio de poro, conectado a una
bomba de vacio que permitié la circulacién del medio a través del filtro. Los medios filtrados
se colocaron en botellas de vidrio PYREX® previamente autoclavadas.

Los medios de cultivo celulares son especificos y con gran cantidad de componentes
nutricionales, lo que los hace propensos a la contaminacién. Por ello, la filtracién previa de
estos medios de cultivo constituye una etapa crucial; para estos fines, los filtros de
membrana son utilizados para garantizar su esterilidad y asegurarnos que los cultivos
celulares estén libres de microorganismos y otras impurezas.

El MEM y DMEM-F12 se almacenaron en heladera a 4 °C para su uso en cultivos celulares de

células Bewo, HeLa y Vero.
Medio de infusion de higado y triptona (LIT)

Para preparar 500 mL de medio LIT, utilizamos 0,50% p/v de infusién de higado, 0,50% p/v
de triptona, 0,40% p/v de cloruro de sodio (NaCl), 0,04% p/v de cloruro de potasio (KCI),
0,40% p/v de fosfato de disodio (Na,HPO,) y 0,20% p/v de glucosa (C¢H,04). Para la
preparacién, se disolvieron todos los reactivos en 450 mL de agua grado dos mediante
agitacion y se transfirié a una botella de vidrio PYREX® de 0,5 litros. Posteriormente, la
solucion se autoclavé y se completd con 50 mL de SFB, estreptopenicilina 1X y hemina 1X.El

medio LIT se almacend en heladera a 4 °C para su uso en cultivos de epimastigotes de T.cruzi.
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Buffer fosfato salino (PBS)

El PBS es una solucién de fosfatos y sales que mantienen el pH constante y generan un
ambiente isoténico, por lo que es ampliamente utilizado en los cultivos celulares. Para
preparar un litro de PBS 1X, se utilizaron 0,81% p/v de cloruro de sodio (NaCl), 0,022% p/v de
cloruro de potasio (KCI), 0,12% p/v de fosfato de disodio (Na,HPO,) y 0,02% p/v de fosfato
monopotasico (KH,PO,). La preparacion se realizé en botellas de vidrio PYREX® de 1 litro
con agua de grado dos, utilizando un agitador magnético para garantizar la completa
disolucién de las sales. El pH de la solucién se ajustd en un rango de 7 a 7,4 mediante un
medidor de pH y afadiendo gota a gota soluciones acidas o basicas segtin fuera necesario.
Finalmente, el PBS se esteriliz6 por autoclave y se almacend en heladera a 4 °C para su uso en

cultivos celulares.
Estreptopenicilina

La estreptopenicilina es un antibiético de amplio espectro utilizado en los cultivos celulares.
Para preparar 100 mL de una solucién 100X, se utilizaron penicilina a una concentracién de
10,000 U/mL y estreptomicina a 10 mg/mL. Para ello, se pesaron 0,602 g de penicilinay1g
de estreptomicina. Luego, se disolvidé dicha mezcla en Buffer de Fosfatos (PBS) y se filtr6
mediante una jeringa equipada con un filtro estéril de 0,22 um de tamafio de poro. La
estreptopenicilina se distribuy6 en alicuotas de 15 mL y se almacend a -20 °C para su

almacenamiento a largo plazo.
Tripsina-EDTA

Se prepard tripsina-EDTA a partir de dos soluciones que se mezclaron en una proporcién
L:1.

Tripsina: En un matraz limpio y estéril ahadimos 200 mL de agua de grado dos. Luego
agregamos los reactivos secos: 0,80% p/v de cloruro de sodio (NaCl), 0,04% p/v de cloruro de
potasio (KCI), 0,01% p/v de fosfato disédico dodecahidratado (Na,HPO, - 12 H,0), 0,1% p/v de
glucosa (C¢H1,04), 0,3% p/v de Tris base (C4H;NOs), 0,25% p/v de Tripsina. Para asegurarnos
una completa homogeneizacion de la mezcla se empled un buzo agitador magnético.

EDTA: En 500 mL de agua de grado dos utilizamos 0,04% p/v de EDTA.

Ambas soluciones se esterilizaron filtrandolas mediante una jeringa equipada con un filtro
estéril de 0,22 pm de tamafio de poro. Tras la filtracién, se afadié un 0,006% p/v de

penicilina (C;sH1sN,0,4S) a la solucién de tripsina. La mezcla de tripsina-EDTA se almacené
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en alicuotas de 15 mL en tubos a 4 °C para su uso en cultivos celulares y a -20 °C para su

almacenamiento a largo plazo.

Cultivo de lineas celulares en monocapa

En este trabajo se utilizaron tres lineas celulares: BeWo, una linea epitelial derivada de la
placenta de una paciente con coriocarcinoma; HelLa, una linea epitelial obtenida del cuello
uterino de una paciente con adenocarcinoma; y Vero, una linea epitelial derivada del tejido
renal de Cercopithecus aethiops.

Estas se cultivaron en botellas T-25 en una estufa himeda a 37 °C con una atmésfera de 5% de
diéxido de carbono (CO,), utilizando medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco/mezcla
de nutrientes F-12 (DMEM-Fi12) (Gibco™, Grand Island, NY) para BeWo y medio esencial
minimo (MEM) (Gibco™, Grand Island, NY) para HeLa y Vero.

Los medios de cultivo se suplementaron con suero fetal bovino (SFB) (Internegocios S.A.,
Mercedes, Buenos Aires, Argentina). El SFB es ampliamente utilizado dado que su
composiciéon compleja aporta nutrientes esenciales necesarios para el crecimiento de la
mayoria de las lineas celulares. Este fue inactivado a 56 °C durante treinta minutos en un
termobloque previo a su utilizacidn, este proceso fue crucial para desactivar el sistema de
complemento y otras proteinas inmunoldgicas que puedan interferir en el cultivo celular. A
continuacién, el suero fue filtrado mediante una jeringa equipada con un filtro estéril de
0,22 um de tamafo de poro, para su esterilizacion (retencién de bacterias y levaduras) y
purificacién (reduccién de particulas como restos celulares o residuos que puedan haber
quedado durante el proceso de recoleccion y procesamiento).

La concentracién de SFB y los suplementos anadidos se ajustaron para satisfacer las
necesidades especificas de los esferoides y células en cultivo:

Para el medio DMEM-F12: Se agregé SFB al 10% del volumen final para ambos tipos de
esferoides. Ademas, se anadié estreptopenicilina 1X (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
antibidtico de amplio espectro bactericida, y L-glutamina 1X (Gibco™, Grand Island, NY),
necesaria para el crecimiento celular.

Para el medio MEM: Se complet6 con SFB al 5% del volumen final y también se incluyd
estreptopenicilina 1X que proporciona proteccion antibidtica.

Se realizaron seguimientos periddicos de los cultivos celulares monitoreando los siguientes
aspectos:

Color del medio: los medios de cultivo empleados contienen rojo de fenol, este presenta una
tonalidad violeta a pH 7,8, roja a pH 7,4, y amarilla a pH 6,5. El color esperado es el rojo, que
corresponde al pH éptimo para el crecimiento celular. Si se observa un color amarillo puede

deberse al propio crecimiento celular, ya que las células liberan productos de desecho, como

45



acido lactico (C3H403) y dioxido de carbono (CO,), o una contaminacién bacteriana o fungica
cuyo metabolismo acidifica el medio.

Turbidez: mediante una observacién a contraluz se puede apreciar si el medio exhibe
transparencia o turbidez. Esto puede originarse por la presencia de particulas en suspensioén
(células muertas) o microorganismos en crecimiento, como bacterias, levaduras u hongos.
Morfologia celular: al examinar su forma y estructura empleando un microscopio, se puede
observar detalles sobre su estado actual, ya que su morfologia puede cambiar en respuesta a
las condiciones especificas de cultivo en las que estan siendo mantenidas.

Porcentaje de confluencia: apreciamos la proporcion del area de cultivo ocupada por las
células con respecto al area total disponible, previniendo el sobrecrecimiento celular (células
muertas en suspension) y evitando un pasaje prematuro que comprometa la viabilidad de las
lineas celulares.

Cuando los cultivos celulares alcanzaron aproximadamente el 100% de confluencia, fueron
tratados con tripsina. Para ello se retird el medio de cultivo y se realizaron tres lavados con
buffer fosfato salino (PBS) 1X. A continuacién, se afadié 1 mL de Tripsina-acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (0,25% p/v de tripsina y 0,04% p/v de EDTA) (Gibco, Grand
Island, NY) y se incubd por ocho minutos en estufa a 37 °C y 5% de CO,. La tripsina es una
enzima proteolitica que degrada las proteinas de adhesién en la membrana celular,
permitiendo que las células se desprendan de la superficie del cultivo y de las células vecinas.
El EDTA, por su parte, es un agente quelante que secuestra iones como Ca* y Mg*,
fundamentales para la adhesién celular. Al eliminar estos iones, se debilitan las
interacciones célula-matriz y célula-célula, facilitando el efecto de la tripsina. Luego, se
agregd medio de cultivo con SFB para inactivar la enzima, y se recolectd con pipeta las
células en suspensién. Las suspensiones resultantes se centrifugaron a 800 revoluciones por
minuto (rpm) para que las células decanten y se descartd el sobrenadante. Los pellets
obtenidos se resuspendieron en medio de cultivo y el recuento de células se realizd
observando bajo el microscopio dptico a un aumento de 40X empleando una cimara de
Neubauer. Utilizando la media del recuento, el volumen de la cdmara y el factor de dilucién
empleado, se determind la cantidad de células presentes en un mililitro. Esta informacién
nos permitié determinar con precision el volumen de la suspension necesario para sembrar
cultivos con concentraciones conocidas y especificas de células, ya sea para realizar
subcultivos o ensayos de infeccién. Estos nuevos cultivos se mantuvieron en estufa himeda
durante la noche (overnight) para permitir que las células se adhirieran al soporte sélido,
luego de lo cual se renové el medio de cultivo.

Las células remanentes se congelaron para generar una reserva de respaldo, para ser
utilizadas en futuros experimentos o como precaucion en caso de contaminacién de algin

cultivo. Para ello, se colocé la suspension de las células en un criotubo de 2 mLy se le agregd
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entre un 10 y 20% del volumen final de dimetilsulféxido (DMSO). Luego, los criotubos se
colocaron en el recipiente de congelacion Mr. Frosty™ y se transfirieron al congelador de -80
°C. Este sistema proporciona una velocidad de enfriamiento de aproximadamente -1 °C/min,
velocidad 6ptima para la conservacion de células. Al dia siguiente, se retiraron los criotubos

del dispositivo de enfriamiento controlado y se conservaron a -80 °C.

Cultivo de clones de T. cruzi

Epimastigotes de los clones de T. cruzi K98-GFP, VD-RFP y VD-wt se cultivaron en botellas
T-25 en estufa a 28 °C utilizando medio de infusién de higado y triptona (LIT) con 10% SFB,
estreptopenicilina 1X (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y hemina 1X. Se realizaron
observaciones periédicas con un microscopio invertido para verificar las condiciones del
cultivo, y se renovd el medio LIT segtin fue necesario para asegurar su 6ptimo crecimiento.
Las cepas son clones de diferentes origenes: K98, perteneciente al Tcl, fue aislada de un
paciente argentino con enfermedad de Chagas en etapa crénica (115), mientras que VD,
correspondiente al TcVI, se aislé de un paciente pediatrico argentino con Chagas congénito
(116). Estos fueron proporcionados por el equipo liderado por la Dra. Stella Gonzalez-Cappa
del Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica en Facultad de
Medicina de la Universidad de Buenos Aires (IMPaM-CONICET).

Los cultivos transgénicos utilizados en este trabajo consisten en poblaciones clonales
originadas a partir de un cultivo inicial de una sola célula. Estos parasitos incorporaron
genes que les permiten expresar proteinas fluorescentes, utilizadas ampliamente en biologia
molecular como marcadores. En concreto, se integraron el gen para la proteina verde
fluorescente (GFP, Green Fluorescent Protein), procedente de la medusa Aequorea victoria, y el
gen para la proteina roja fluorescente (RFP, Red Fluorescent Protein), derivada de la anémona
de mar Discosoma sp. (117, 118). Ambas proteinas, conocidas por su fluorescencia verde y roja
respectivamente, permiten visualizar a los parasitos ficilmente gracias a su expresion
estable y que se aprecia de manera homogénea en todo el parasito.

Los clones K98-GFP y VD-RFP empleados fueron generados en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Enfermedad de Chagas (LabMECh) por la Dra. Maria de los Angeles Curto.
Los genes fluorescentes se integraron mediante transfecciéon con vectores de la familia
pTREX, disefados para lograr una expresion estable en T. cruzi. Este vector, optimizado para
tal propdsito, se incorpora al locus del promotor ribosomal por recombinacién homéloga, lo
que asegura la sobreexpresion de genes exdgenos sin necesidad de presion de seleccién, ya
que quedan integrados de manera permanente en el genoma (119). Para seleccionar los

parasitos transfectados, se empled la resistencia a un antibidtico proporcionada por el
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vector, seguida de un proceso de clonacién por dilucidn serial, garantizando que todos los
parasitos fueran clones entre si.

Para evaluar la expresion estable de las proteinas GFP y RFP a lo largo del ciclo de vida del
parasito se llevd a cabo una prueba de fluorescencia en los epimastigotes de ambos clones.
Para ello, se centrifugaron los cultivos a 500 rpm durante 8 minutos. Se descartaron los
sobrenadantes y se recolectaron los epimastigotes, los cuales se resuspendieron en PBS 1X.
Luego, se afiadié paraformaldehido (PFA) al 4% p/v para fijar las suspensiones celulares y se
incubd durante 15 minutos a 4°C. Para remover el PFA se realizaron 3 lavados con PBS 1X, y
se montaron las células sobre 2 portaobjetos y se les anadié medio de montaje Vectashield®
Antifade Mounting Medium con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Vector Laboratories,
EEUU) y se cubri6 con cubreobjetos. DAPI es un tinte fluorescente que se une fuertemente a
las regiones ricas de adenina y timina del ADN por lo que se emplea para la tincién de ADN
de células. Ademas, de tincidn este medio ayuda a preservar la muestra al evitar que se seque
y reducir la fotodegradacién, minimizando la pérdida de sefial fluorescente por la exposicién
prolongada alaluz. También, permite su conservacion a largo plazo, manteniendo la calidad
de las muestras para estudios futuros. Finalmente, los epimastigotes se observaron
utilizando un microscopio de fluorescencia Leica DM2500 LED y se tomaron fotografias 40X
de campos al azar de las muestras ajustando los filtros especificos que permitan la excitacién
y emisién de luz de cada proteina fluorescente. Para GFP, se utiliza un filtro de excitacién
que posee una longitud de onda entre 440 y 490 nm. Este permite la transmision de luz azul,
que excita la GFP. Por otro lado, el filtro de emisién tiene una longitud de onda que va de 500
a 550 nm, lo que captura la luz verde emitida por la proteina, permitiendo asi su
visualizacién. En el caso de RFP, el filtro de excitacién se sitda entre 500 y 550 nm,
permitiendo la transmision de luz verde que excita la RFP. Para la emisién, se utiliza un filtro

que abarca longitudes de onda de 630 a 700 nm, el cual captura la luz roja emitida por la RFP.

Diferenciacion de clones de T. cruzi

Para inducir la diferenciacién de T. cruziy obtener tripomastigotes metaciclicos, los cultivos
de epimastigotes se mantuvieron hasta alcanzar la fase estacionaria, sin renovar el medio
LIT en los dias posteriores.

Esta diferenciacién generalmente se induce bajo condiciones especificas de estrés o en
medios disefiados para simular las condiciones quimicas y el entorno del intestino del
vector, como el medio TAU (Triatomine Artificial Urine). En este trabajo se optd por realizar la
diferenciacién generando condiciones de estrés, que consistieron en no renovar el medio de

cultivo. Luego de alcanzar la fase estacionaria, el porcentaje de parasitos en la etapa de
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tripomastigotes metaciclicos aumenta, observindose un cambio en la morfologia de los
epimastigotes, pasando de su forma fusiforme caracteristica a una mas alargada y delgada.
Este suceso generalmente se aprecia después de dos semanas. A continuacion, se infectaron
las lineas celulares BeWo y Vero (cultivos de al menos 24 horas post-subcultivo). Se permiti6
que los parasitos permanecieran en contacto con las células durante 24 horas, y luego se
realizaron diez lavados con PBS 1X para eliminar los pardsitos remanentes en el medio de
cultivo. Para realizar el seguimiento de la infeccién se observé en el microscopio invertido en
busca de nidos de amastigotes los primeros cuatro dias, y de tripomastigotes en el medio en
los dias posteriores.

Los tripomastigotes diferenciados en cada linea celular (BeWo y Vero) fueron utilizados en
las diversas pruebas de infeccién de la tesina, incluyendo los ensayos de infeccién en
monocapa y la cuantificacién de carga parasitaria mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
Los parasitos remanentes se congelaron (como se describi6 anteriormente para las células)
como medida de precaucion para crear una reserva de respaldo.

Para evaluar si la fluorescencia de ambos clones se mantuvo estable y homogénea durante su
diferenciacién a tripomastigotes, observamos los cultivos utilizando un microscopio éptico
de fluorescencia ZEISS “AXIO Vert.A1” equipado con una camara ZEISS “Axiocam 202 mono”
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany). Esto facilité el proceso, ya que no fue necesario
repetir el protocolo empleado para los epimastigotes, gracias a la adquisicién de este
microscopio para el cuarto de cultivo de parasitos.

Dado que la diferenciacién de epimastigotes a tripomastigotes demanda varios dias de
trabajo, se decidi6 utilizar crioviales de tripomastigotes K98-GFP y VD-wt previamente
diferenciados en las lineas celulares BeWo y Vero para llevar a cabo la produccién en las
células HeLa. Para descongelarlos, se retiraron los criotubos conservados a -80 °C utilizando
guantes de protecciéon y se sumergieron rapidamente en un bafio termostatico a 37 °C,
agitindolos suavemente hasta que se descongelaron por completo. La produccién de
tripomastigotes se llevd a cabo siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente

utilizando células HeLa en este caso.

Deteccion de micoplasma por PCR

En nuestro Instituto no disponiamos de células HeLa; estas fueron gentilmente donadas por
el Laboratorio de Interacciéon Parisito-Hospedero del Instituto de Investigaciones
Biotecnolégicas (IIB-1IBio; UNSAM-CONICET), dirigido por la Dra. Valeria Tekiel. Por lo
tanto, antes de iniciar el trabajo, realizamos un ensayo de deteccién de micoplasma

mediante PCR para asegurarnos de que las células HeLa no estuvieran contaminadas,
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protocolo llevado adelante cuando ingresan lineas celulares a nuestro Instituto. El control de
micoplasma es esencial para proteger los cultivos ya que este tipo de bacteria no es visible al
microscopio 6ptico, lo que dificulta su deteccién en los controles de rutina.

La extraccion de ADN se realiz6 a partir del sobrenadante de un cultivo de células HeLa
utilizando el kit High Pure PCR Template Preparation de Roche.

En un tubo Eppendorf que contenia proteinasa K, se anadieron 200 pL de buffer de pegado,
seguidos de 200 uL de sobrenadante de células HeLa. La proteinasa K es una enzima
proteolitica crucial para la lisis celular, ya que degrada proteinas, especialmente nucleasas
que podrian degradar el ADN durante la extraccién, facilitando la liberacién del ADN al
romper las uniones proteicas con las histonas que lo empaquetan y protegen. El buffer de
pegado, por su parte, facilita la unién del ADN a la membrana de silice en la columna.
Contiene sales caotrépicas que, ademdis de desnaturalizar proteinas, promueven la
interaccién entre el ADN y la silice de la columna, lo que permite que el ADN se adhieraala
membrana mientras otras impurezas son eliminadas. La solucién se agité en el vortex
durante 15 segundos para garantizar una mezcla uniforme de los reactivos con la muestra,
seguida de una breve centrifugacién (5-10 segundos) para concentrar el liquido en el fondo
del tubo Eppendorf, evitar la formacién de burbujas o gotas en las paredes del tubo y
asegurando que toda la muestra esté disponible para los pasos posteriores. Luego, la
muestra se incubd a 70 °C durante 10 minutos en el termobloque para maximizar la
actividad de la proteinasa K, facilitando la desnaturalizacién y digestion completa de las
proteinas. Se realiz6 otra centrifugacién para separar los componentes de la mezcla, como
restos celulares y precipitados. A continuacién, se anadieron 100 uL de isopropanol, se
mezclé nuevamente en el vortex y se llevd a cabo una tercera centrifugacién. El isopropanol
precipita el ADN al deshidratar las moléculas, lo que lo vuelve insoluble en el medio (altas
concentraciones de sales y alcohol), facilitando su separacién de los demds componentes
celulares. El ADN precipitado se aprecia como finas hebras blancas y visibles en la interfaz
entre la fase de alcohol y el resto de la solucién, mientras que otras sustancias permanecen
disueltas.

La mezcla completa se aplicé a una columna de extraccién, junto con un tubo de recoleccién
de 2 mL. Estas columnas consisten en una membrana de silice con afinidad por el ADN en
presencia de ciertas sales y alcoholes. La columna se centrifugé a 8000 rpm durante 1
minuto, luego se transfirié a un nuevo tubo de recoleccién, descartando el tubo anterior con
el filtrado. Durante esta centrifugacién, el ADN que esta unido a la membrana de silice en la
columna se mantiene inalterado, mientras que los componentes no deseados de la solucién
pasan a través de la columna y se recogen en el tubo de recoleccion para su descarte.

A continuacidn, se agregaron 500 uL de buffer removedor de inhibidores a la columna y se

centrifugé nuevamente a 8000 rpm durante 1 minuto. Este buffer elimina los inhibidores
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presentes en la muestra que puedan interferir con las enzimas en reacciones posteriores,
como la PCR, lo que mejora la eficiencia de las reacciones enzimaticas y preserva la
integridad de las muestras. Luego de la centrifugacién, la columna de extraccién se colocé en
nuevo tubo de recoleccién, descartando el anterior con el filtrado. Posteriormente, se
afiadieron 500 pL de buffer de lavado y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto. Este
buffer, que contiene una concentracién baja de sales y alcoholes, ayuda a remover impurezas
mientras el ADN permanece adherido a la columna de silice.

La columna se transfirié a un nuevo tubo de recoleccién, y el tubo con el filtrado fue
descartado. Este proceso se repitid, colocando la columna de extraccién en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL sin tapa, y el tubo con el filtrado fue desechado. Se centrifugd a maxima
velocidad durante 10 segundos para eliminar cualquier resto de alcohol. Finalmente, se
transfiri6 la columna a un nuevo tubo Eppendorfy se afiadieron 100 uL de buffer de elucidn,
previamente calentado a 70 °C. Luego, se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto. Este
buffer, generalmente un tampoén de baja salinidad y libre de nucleasas, desestabiliza la unién
entre el ADN y la membrana de silice, permitiendo su elucién en altas concentraciones y en
solucién acuosa. La columna fue desechada, el eluato conteniendo el ADN se trasvasd a un
tubo Eppendorfy se almacend a -20 °C hasta su utilizacién.

La PCR se llevé a cabo utilizando el kit T-Holmes ADN Polimerasa 500 U de Inbio Highway.
La preparacién consistié en: 1X de Buffer de reaccién TAS (Inbio Highway), 0,04 U/uL de T-
Holmes ADN pol (Inbio Highway), 0,2 mM de dNTPS, 1,5 mM de MgCl,, 0,1 uM de Cebador
Mico-5-Fwy 0,1 uM de Cebador Mico-3-Rv.

Para realizar el ensayo, se utilizaron cebadores especificos para secuencias del ARN
ribosomal 16S de micoplasmas (120). Estos consisten en una mezcla de siete cebadores
sentido y tres antisentido, de los cuales cuatro son degenerados. Este disefio se utiliza para
detectar la mayor cantidad posible de especies de micoplasmas, ya que algunas de ellas
difieren Gnicamente en un nucleétido y, asi lograr un apareamiento completo del cebador
con el sitio de reconocimiento en el gen para ARNr 16S (120).

Luego de homogeneizar y centrifugar la mezcla, se distribuyeron 20 uL en tubos
individuales de 0,2 mL para las seis muestras, que incluyeron diferentes diluciones del ADN
extraido de células HeLa: 1:1 (por duplicado), 1:10, 1:100 (por duplicado) y 1 ng/uL. También se
prepararon dos controles positivos de ADN de JEG-3 contaminado con micoplasma y dos
controles sin templado (NTC, por sus siglas en inglés No Template Control). A cada tubo se le
afladieron 5 pL de la muestra de ADN vy se les realizé un breve centrifugado para que las
muestras se unificaran completamente con la mezcla de reaccién. Para evitar
contaminaciones, la preparacion y distribucién de la mezcla de PCR se realiz6 en una sala
(Laboratorio pre-PCR) , mientras que la adicion de las muestras de ADN se llev a cabo en

otra (Laboratorio de procesamiento de muestras). Finalmente, se llevé a cabo la
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amplificacién en un termociclador Bio-Rad T100 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). El programa
de ciclado incluyé una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 minutos, seguida de un
ciclo de hibridacién y extensién con los siguientes pasos: 72 °C durante 3 minutos, 65 °C
durante 2 minutos, y 72 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se realizaron 32 ciclos de
amplificacién con las siguientes etapas: desnaturalizacién a 95 °C durante 4 segundos,
hibridacién a 65 °C durante 8 segundos, y extensién a 72 °C durante 16 segundos.
Finalmente, se realiz6 una etapa de extension a 72 °C durante 5 minutos.

Para visualizar los productos de PCR, se prepar6 un gel de agarosa al 1,3% p/v en un buffer de
Tris-Acetato-EDTA (TAE). Este buffer mantiene la integridad del ADN durante la
electroforesis, proporcionando un pH ligeramente alcalino (8-8,5) que protege al ADN de su
hidrélisis. Ademas, el EDTA actia como un agente quelante que secuestra iones divalentes
de magnesio, los cuales son necesarios para la actividad de la ADNasa.

Para facilitar la disolucién de la agarosa se calenté la mezcla en el microondas, y, una vez que
el gel disminuy6 su temperatura, se afladieron 5 pL de bromuro de etidio (EtBr) dado que, al
unirse al ADN e iluminar con luz ultravioleta (UV), permite visualizar su patrén de bandas.
Luego el gel se colocd en una cuba de electroforesis y se afiadié buffer TAE 1X hasta que
quedd completamente sumergido. Se sembraron 5 pL de cada muestra, previamente
mezcladas con 1 pL de buffer de carga (excepto el control positivo, que fue de 1 uL). Este buffer
aumenta la densidad y colorea la muestra, lo que facilita su depésito en la calle, a la vez que
permite monitorear la migracién de las muestras en el gel.

Se incluy6 un marcador de peso molecular, con fragmentos de ADN de tamafios conocidos
entre 100 pb y 15000 pb (Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific), para determinar el
tamano de las bandas de ADN presentes.Finalmente, se conectaron los electrodos de la cuba
a la fuente de alimentacién y se aplic corriente permitiendo la migracién diferencial de las
moléculas a través del gel de agarosa. Por altimo, se procedié a revelar el gel con un

transiluminador UV dado que se utilizé EtBr como marcador fluorescente.
Ensayos de infeccion en monocapa

Para los ensayos de infeccion en las tres lineas celulares, se sembraron 12.000 células en 3
cubreobjetos de vidrio redondos diferentes, cada uno en un well de una placa de 24 pocillos.
Luego, se expusieron a tripomastigotes de los clones K98-GFP y VD-wt (previamente
diferenciados en la linea celular a infectar), utilizando una multiplicidad de infeccién (MOI,
por sus siglas en inglés multiplicity of infection) de 20 parasitos por célula.

Se realizé6 un procedimiento de esterilizacién previo a los cubreobjetos. Primero, se

sumergieron durante 3 horas en una solucién de etanol al 96% v/v, asegurandose de que no
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se apilaran para evitar rayaduras. Después, se lavaron con agua corriente, seguidos de
lavados con agua destilada y un enjuague final con agua pura de grado dos. Posteriormente,
se secaron en la estufa durante la noche y se colocaron en una placa de Petri de vidrio para su
esterilizacion final en autoclave.

Para calcular el nimero de tripomastigotes, se tomd el medio de un cultivo de células
infectadas durante 5-7 dias con tripomastigotes visibles en suspensién. Luego, se realizaron
2 centrifugaciones para separar las células sueltas en el medio y los parasitos de interés,
aprovechando sus diferencias en la velocidad de sedimentacién (800 rpm para las células y
2500 rpm para los tripomastigotes). Después de descartar el sobrenadante, se mezcl6 con
pulsos de vortex para distribuir uniformemente el pellet de tripomastigotes. Se tomd una
alicuota de la suspensién y se diluyd en PBS 1X para facilitar su recuento en cimara de
Neubauer. Se calculd el volumen necesario para llevar a cabo las infecciones por triplicado
(para cada linea celular y clon parasitario) con una MOI de 20:1. Luego de 3 horas de contacto
entre las células y los tripomastigotes, se lavaron los cultivos 10 veces con PBS 1X, se les
afladié 1 mL de medio de cultivo y se incubaron por 48 horas en la estufa. Transcurrido el
tiempo, se removid el medio de cultivo de los wells. Los cubreobjetos se lavaron 3 veces con
PBS 1X, luego se fijaron con PFA al 4% p/v durante 15 minutos a 4°C.

La fijacién de los cultivos, es un paso crucial para detener las funciones celulares y conservar
sus estructuras y morfologia intactas para su posterior observacién al microscopio.

Para remover el PFA se realizaron 3 lavados con PBS 1X, luego se montaron los cubreobjetos
redondos en un portaobjeto y se les anadié medio de montaje Vectashield® Antifade
Mounting Medium con DAPI. Posteriormente, se evalué la infeccién utilizando un
microscopio de fluorescencia Leica DM2500 LED, lo que permiti6 visualizar los ntcleos
celulares, y los ntcleos y kinetoplastos de los amastigotes presentes. Para cada cubreobjeto,
se tomaron entre 7 y 10 fotografias de campos al azar, contando un total de entre 500 y 1000
células por cada uno. Para ello, utilizamos un filtro de excitacién de 350 a 390 nm, disefiado
para permitir que tnicamente la luz UV irradie a las muestras tenida con DAPI, junto con un
filtro de emisiéon de 450 a 490 nm, que bloquea todas las demas longitudes de onda,
permitiendo que solo la fluorescencia azul emitida por el DAPI alcanza al detector del
microscopio.

Esto permitié realizar un recuento de la cantidad total de células y células infectadas en cada
imagen, utilizando el software Fiji (Fiji Is Just Image]) (121) y se determind el porcentaje de
células BeWo, HeLa y Vero infectadas por K98-GFP y VD-wt.

Para analizar los resultados utilizamos una prueba de Anilisis de Varianza (ANOVA) de una
via, seguida por un test de comparaciéon multiple de Bonferroni, empleando el software
GraphPad Prism 10 (EE. UU.)
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Esto se empled para comparar las medias de los 6 grupos (variables cuantitativas continuas e
independientes) y evaluar si existen diferencias significativas entre las medias de los grupos.
Si hay diferencias significativas, se emplea un test de comparacién multiple de Bonferroni
para identificar especificamente cuales grupos difieren entre si, controlando el riesgo de

cometer errores tipo [ en las comparaciones multiples.
Cuantificacion de carga parasitaria por PCR cuantitativa en tiempo real

Para la cuantificacién de carga parasitaria en la linea celular HeLa, se sembraron 57.000
células en los pocillos de una placa de 6 wells y se cultivaron por 24 hs en la estufa himeda a
37 °C con una atmésfera de 5% de CO,. Cumplido el tiempo se pusieron en contacto 3 wells
con tripomastigotes de K98-GFP y los otros 3 con VD-wt, empleando una MOI de 20
parasitos por célula HeLa.

Para la obtencién de los tripomastigotes, se llevd a cabo el mismo protocolo descrito en la
seccién de “Ensayos de Infecciéon en monocapa” con la diferencia de que se les afiadié 3 mL de
medio de cultivo en este caso. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, se retir6 el medio
de cultivo y se lavd 3 veces con PBS 1X para poder tripsinizar con 0,5 mL de Tripsina-EDTA
(0,25% p/v de tripsina y 0,04% p/v de EDTA) (Gibco, Grand Island, NY) los 6 wells de la placa.
Se incubd por 8 minutos en estufa a 37 °C y 5% de CO,. Se agregd 0,5 mL de MEM-5%SFB
para inactivar la enzima, se recolect6 con pipeta la suspension y se traspaso a tres tubos
Eppendorf (3 por cada clon empleado). Se centrifugaron los tubos a 800 rpm para que
decanten las células, se descarté el sobrenadante hasta obtener un volumen final de 200 uLy
se reservaron en el freezer a -20°C hasta el momento de la extraccién de ADN.

En este caso, se utiliz el kit ADN Puri Prep-S (Inbio Highway). Para ello, se ahadieron 20 uL
de solucidn de proteasa a cada tubo Eppendorf, conteniendo 200 uL de suspension de células
Hela, y se homogeneizaron mediante vortex. A continuacion, se ahadieron 200 uL de buffer
de lisis y se mezclaron con pulsos de vortex para asegurar una lisis efectiva. Luego, se realiz6
una breve centrifugacién y se incubaron las muestras a 56°C durante 10 minutos en el
termobloque. Al finalizar la incubacidn, se centrifugaron brevemente para descender las
microgotas condensadas en las tapas de los tubos. Se agregaron 200 L de etanol (96-100%) a
cada tubo, se agitd por inversion 3 veces y se repitio el pulso en la microcentrifuga. Luego, se
transfirio el contenido de cada tubo a columnas colocadas sobre tubos colectores de 2 mL, y
se centrifugaron a 12.000 g durante 1 minuto. El filtrado se descartd, y las minicolumnas se
volvieron a colocar en los tubos colectores. Se agregaron 500 ul de buffer de lavado I a las
paredes de cada minicolumna, asegurindonos de que la punta no tocara la membrana, y se

centrifugaron durante 1 minuto a 12.000 g. Nuevamente, se descartd el filtrado y se
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colocaron las minicolumnas en los tubos colectores. Posteriormente, se lavaron las
minicolumnas con 500 pL de buffer de lavado Iy se centrifugaron 2 veces durante 3 minutos
a 12.000 g para eliminar cualquier resto de este buffer, ya que podria interferir técnicas
posteriores con el ADN. Luego, se colocaron las minicolumnas en microtubos de 1,5 mLy se
dejaron destapadas durante 15 minutos para permitir la evaporacion de los restos de etanol.
Se descartaron los tubos colectores y se colocaron las minicolumnas en nuevos microtubos
de 1,5 mL. Se agregaron 100 uL de buffer de elucidn, calentado previamente a 70 °C, en el
centro de la membrana de silica de cada minicolumna y se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugaron durante 2 minutos a 12.000 g,
permitiendo la elucién del ADN. El producto obtenido se conservé a -20°C si no se iba a
utilizar en los siguientes 3 a 5 dias.

Para llevar a cabo la PCR cuantitativa en tiempo real, se prepararon 2 mezclas de reaccién
utilizando el kit FG POWER SYBR™ GREEN PCR mix (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)
al 1X segin las recomendaciones del fabricante, junto con 0,3 uM de mezcla de cebadores
GAPDH por un lado, y 0,3 uM del cebador EF-1a-5’-Fw, y 0,3 uM del cebador EF-1a-3’-Rv por
el otro.

Para determinar la carga parasitaria se emplearon cebadores para el gen del factor de
elongacién 1o (EF-1et) de T. cruzi (122, 123) y GAPDH para la cuantificacién de células HeLa
(Tabla1).

Cebadores Secuencia sentido Secuencia antisentido
EF-1a 5-GGAGGCATTGACAAGCGGACGAT-3' 5-GATCGTGAACACAGACTTGGGCG-3’
GAPDH 5'-GGTCTCCTCTGACTTCAACA-3' 5'-GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT-3'

Tabla 1: Secuencia nucleotidica de los cebadores para los genes EF-1a T. cruzi y GAPDH de células
Hela.

A continuacién, se homogeneizaron los tubos, se centrifugaron y distribuyeron 12,75 L de
cada mezcla en tubos individuales de 0,2 mL para las seis muestras (analizadas por
duplicado) y 4 controles sin templado (NTC) para cada mezcla de reaccién. Se afiadieron 2,25
1L de ADN a las muestras previamente homogeneizadas y se centrifugd brevemente.

En este caso se empled la termocicladora de tiempo real QG-9600 (PeetLab, China). El
programa de ciclado comenzé con una desnaturalizacién a 94 °C durante 5 minutos. Luego,
se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificacién que incluyeron los siguientes pasos:
desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos e hibridacién a 58 °C durante 30 segundos.

Ademas, se incluyd una curva de fusioén de 60 a 95 °C.

55




Finalmente, analizamos las curvas de amplificacién, de fusion y su derivada (-dF/dT) para
las muestras y controles utilizando el software Gene-9660. Una curva de amplificacién es un
grafico que representa la evolucién del producto amplificado (en este caso, ADN) en funcién
del nimero de ciclos de amplificaciéon. Esta curva permite visualizar en tiempo real cémo se
amplifica una secuencia especifica de ADN y se utiliza para cuantificar la cantidad de
material genético inicial en una muestra. El threshold (umbral) es el nivel de fluorescencia
que se establece para diferenciar el ruido de la sefial especifica de la amplificacién del ADN
de interés. Se representa con una linea horizontal trazada en la fase exponencial de la curva
de amplificacién. Por otro lado, una curva de fusién es un grafico que muestra la separacién
de las hebras de ADN de doble cadena (desnaturalizacién) a medida que la temperatura
aumenta. Se utiliza para comprobar la especificidad de la amplificacién del ADN y detectar
la presencia de productos no deseados, como dimeros de cebadores. A partir de este grafico
se puede generar el de la derivada (-dF/dT) vs. temperatura, que muestra la pendiente de la
disminucién de la fluorescencia en funcién de la temperatura. En este grafico, los picos
representan las transiciones mas abruptas durante la desnaturalizacién del ADN, siendo el
pico mds alto el que corresponde a la temperatura de melting (Tm), es decir, la temperatura a
la cual el 50% de la molécula de ADN bicatenario se desnaturaliza, indicando el producto

amplificado.
Curvas estandar para cuantificacion

La cuantificacidn se realizd utilizando curvas estdndar (umbral de ciclo (Ct) en funcién de la
concentracion) especificas para cada cebador: una paralas células HeLa y dos para los clones
parasitarios (K98-GFP y VD-wtf). Para generar la curva de GAPDH, se contd un cultivo de
células HeLa en camara de Neubauer y se realizd la extraccion de ADN utilizando el kit ADN
Puri Prep-S (Inbio Highway), siguiendo la misma metodologia descrita anteriormente.
Luego, se llevaron a cabo 6 diluciones seriadas al 1:10 de los ADNs extraidos, comenzando en
6 x10° células totales.

Para la curva de EF-1a, se contaron tripomastigotes de ambos clones parasitarios por
separado en cimara de Neubauer y se purificé el ADN utilizando el mismo kit de extraccién
y metodologia previamente descrita. A continuacidn, se realizaron 6 diluciones seriadas al
1:5, comenzando con 2 x 10° pardsitos totales. Utilizando estas curvas estindar, es posible
interpolar los valores de Ct de las muestras de células HeLa infectadas para determinar el
numero de células y parasitos.

Al cuantificar mediante curvas estindar, es importante considerar 3 aspectos:
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Rango dinamico: Es esencial que los valores de Ct de las muestras se encuentren dentro del
rango dindmico de la curva estandar. Si los valores estan fuera del rango de las diluciones
estandar (por ejemplo, significativamente mas altos o mas bajos), la interpolacién pierde
precisiéon y eficacia. Para corregir esto, se pueden concentrar o diluir las muestras,
garantizando que queden dentro de este rango.

Eficiencia de la PCR: La pendiente de la curva estindar proporciona informacién sobre la
eficiencia de la PCR. Una pendiente ideal, cercana a -3,32, corresponde a una eficiencia del
100%. Por lo tanto, es crucial que las curvas obtenidas presenten una pendiente en torno a
este valor.

Linealidad de la curva: La interpolacion es confiable sélo en la regién lineal de la curva
estandar. Para asegurar esto, se prepararon seis diluciones de los estandares, cubriendo un
amplio rango de concentraciones. El valor de R* es un indicador de la linealidad, refleja el
grado en que los datos experimentales se ajustan a un modelo lineal. Por lo tanto, las curvas
utilizadas para la cuantificacién deben tener un coeficiente de determinacién de 1 (valor

ideal), o cercano (por ejemplo, 0,99y 0,98).

Finalmente, se llevd a cabo la misma reaccién de PCR descrita anteriormente, con la
modificacién de que las diluciones de ADN se analizaron por triplicado. Al finalizar el
proceso de ciclado, se evaluaron las curvas estindar para cada gen utilizando el software
Gene-9660. Se estimé la carga parasitaria calculando el nimero de parasitos por célula
HelLa.

En el LabMECh, se realizé el mismo procedimiento de cuantificacién de la carga parasitaria
en células BeWo, cuyos resultados utilizaremos para comparar con los obtenidos en esta
seccion.

Para analizar los resultados, dado que se compararon las medias de mas de 2 grupos
independientes, utilizamos una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de una via, seguida
por un test de comparacién multiple de Bonferroni, empleando el software GraphPad Prism
10 (EE. UU.).

Cultivo de células BeWo en 3D

Los cultivos 3D se generaron utilizando el sistema MicroTissues® 3D Petri Dish® de
Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO). Este sistema consta de un molde de silicona autoclavable
que se utiliza para la creacion de Petri Dish® 3D, micro moldes de agarosa con micropozos
antiadherentes que facilitan el contacto entre las células, lo que nos permite generar

diferentes tipos de cultivos tridimensionales (3D). En nuestro trabajo empleamos dos tipos
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de moldes de silicona: 12-81 large (cat. Z764019—-6EA) y 12-256 small (cat. Z764000-6EA). Los
moldes de esferoides small tienen 256 micropocillos circulares, distribuidos en una matriz de
16x16, de 300 um de didmetro por 800 pm de profundidad, mientras que los de large tienen
81 micropocillos, en una matriz de 9x9, de 800 um de didmetro por 800 um de profundidad.

En primer lugar, se prepard una solucién de agarosa al 2% p/v en cloruro de sodio al 0,9% p/v
en 50 mL de agua destilada. Esta solucién y los moldes Micro Tissues® 3D Petri Dish® se
esterilizaron mediante autoclave. Luego, se fundié la solucién en el microondas y se dejo
enfriar hasta una temperatura de 60-70 °C. Dentro de una cabina de flujo laminar, se
afiadieron 500 uL de agarosa fundida en cada molde de silicona, evitando la formacién de
burbujas. Una vez que el gel solidifico, se flexionaron los moldes de silicona con pinzas para
facilitar la separacién de los Petri Dish® 3D de agarosa formados (Figura 14). Después de
verificar que estaban en 6ptimas condiciones para su uso, los micro moldes se transfirieron a
una placa de cultivo de 12 wells. Para equilibrarlos, se afadieron 2,5 mL de medio de cultivo

DMEM-F12 10% SFBy se incubd durante 15 minutos.

A | :
- -

\\\._f"""
A. Molde de silicona B. Molde lleno C. El micromolde de D. El micromaolde
autoclavado. con agarosa agarosa se retira del de agarosa puede
estéril derretida. molde  de  silicona ser utilizado.
flexible.

Figura 14. Armado de micromoldes de agarosa. Adaptado de Microtissues, Inc.

Posteriormente, se realizé la tripsinizacion de las células BeWo y se sembraron en los Petri
Dish® 3D con 81000 células en un volumen de siembra de 190 uL, equivalentes a 1000 células
por micropocillo para moldes large y 316 células por micropocillo para moldes small.

Una vez sembradas se dejo reposar durante unos 15 minutos para permitir que las células
decanten por gravedad en los micropocillos de los moldes (Figura 15). Cumplido el tiempo, se
agregaron 2,5 mL de DMEM-F12 10% SFB a cada well con esferoides large y small, y se
colocaron las placas de cultivo en una estufa a 37 °C con un nivel de CO, del 5% durante 3 dias,
permitiendo asi la formacién de los esferoides. Finalmente, se tomaron imagenes de ambos
tipos de esferoides empleando un microscopio invertido para poder evaluar su didmetro
teérico utilizando el software Fiji (Fiji Is Just Image]). El didmetro tedrico se informé como si

fueran esféricos.
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Micromolde de Suspension de ' Medio de
Agarosa celulas \ Cultivo

Figura1s. Siembra en micro moldes de agarosa. 190 uL de suspensién de células, con la concentracién
deseada, se siembran sobre el micromolde de agarosa. Se dejan reposar durante 15 minutos para que
las células decanten y se completa con 2,5 mL de DMEM-F12 5y 10% SFB segtn el tipo de esferoide.
Adaptado de Microtissues, Inc.

En el LabMECh, se realizaron esferoides bajo las mismas condiciones: sembrando 1000
células BeWo para los large y 316 para los small y empleando DMEM-F12 10% SFB. Estos
valores seran comparados con los obtenidos de este apartado.

Para llevar a cabo la comparacién, dado que se compararon las medias de mds de 2 grupos
independientes, utilizamos una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de una via, seguida
por un test de comparacién multiple de Bonferroni, empleando el software GraphPad Prism
10 (EE. UU.).

Infecciones de cultivos 3D de células BeWo

Las infecciones de cultivos 3D de células BeWo fueron estandarizadas por la Dra. Sofia
Apodaca, en el marco de su tesis doctoral defendida en noviembre de 2024. Se llevaron a
cabo ensayos de infeccién de esferoides large de células BeWo, sembrando 1000 células por
pocillo. A los tres dias de su cultivo fueron expuestos a tripomastigotes K98-GFP y VD-wt de
T. cruzi durante 48 hs con una MOI de 20:1. Luego, los cultivos fueron fijados e
inmunomarcados. Para evidenciar la infeccién, se observd la expresion de la proteina
fluorescente verde GFP y se realiz6 un marcaje con anticuerpos anti-T. cruzi (VD-wt). La
cuantificacién de la carga parasitaria se realizé6 mediante PCR cuantitativa por triplicado
para cada muestra, utilizando el mismo procedimiento descrito para los cultivos en 2D.

La metodologia detallada figura en el trabajo publicado recientemente titulado “Novel 3D
human trophoblast culture to explore T. cruzi infection in the placenta” (124) , en el cual participé
como coautor. Debido a que mi rol fue de asistir a la doctora Apodaca en estas tareas, el
analisis comparativo de los resultados obtenidos para los mismos clones en ambos modelos

serd presentado en la seccidén “Discusion” de esta tesina.
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Resultados




Cultivo de lineas celulares en monocapa

Los cultivos celulares se monitorearon periddicamente como se describié en la seccién de
Métodos. En base a las observaciones optamos por renovar el medio DMEM-F12 para las
células BeWo, y MEM para las lineas HeLa y Vero, cada tres dias realizando previamente 3
lavados con PBS 1X. De esta manera nos aseguramos un suministro de los nutrientes que
permitid alcanzar la confluencia en siete dias para poder realizar subcultivos y ensayos de
infeccién. Ademas, logramos mantener un ambiente estéril y libre de contaminantes, como
bacterias y hongos, lo que se evidencié al no observar turbidez en los medios de cultivo
empleados, como asi tampoco en las observaciones bajo el microscopio 6ptico durante los

controles rutinarios de las células.
Cultivo de clones de T. cruzi

Al monitorear las condiciones de los cultivos de epimastigotes, decidimos renovar el medio
LIT cada siete dias para asegurarnos las condiciones Optimas para su crecimiento y
desarrollo. Una vez que el cultivo alcanzé una densidad de alrededor 1x10° parasitos por
mililitro, realizamos subcultivos y ensayos de diferenciacién mediante su hambreado.

Al analizar las imagenes de epimastigotes de stocks de los clones K98-GFP (Figura 16 A) y
VD-RFP (Figura 16 B) obtenidas mediante microscopia, se observé fluorescencia verde y roja
de forma homogénea en ambos stocks de parasitos, respectivamente. Esto demostrd que la

expresion de las proteinas GFP y RFP se mantuvo estable durante la fase de epimastigote en

su ciclo de vida.
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Figura 16. Epimastigotes de T. cruzi. Imagenes 40X del Microscopio de fluorescencia de Epimastigotes:
A: K98-GFP. B: VD-RFP.

Diferenciacion de clones de T. cruzi

Tras realizar las infecciones, se observaron tripomastigotes de K98-GFP en suspension entre
el quinto y séptimo dia en las lineas celulares BeWo y Vero. El seguimiento de la infeccion fue
ripida y sencilla empleando un microscopio éptico de fluorescencia, ya que tanto los
amastigotes intracelulares como los tripomastigotes en el medio emitian una fluorescencia
verde debido a la expresion de la proteina GFP (Figura 17). Esto indicé que la expresion de
GFP permaneci6 estable, tanto en la fase de amastigote como en la de tripomastigote de
K98-GFP.

Figura 17. Infeccion con T. cruzi K98-GFP. Imagen 10X del Microscopio dptico de fluorescencia de Células
Vero infectadas con K98-GFP. Amastigotes y tripomastigotes se pueden apreciar de un color verde
fluorescente.

Los tripomastigotes del clon VD-RFP se observaron en suspension luego de diez dias post
infeccion. Por otro lado, se evidenci6 la pérdida de fluorescencia roja en los tripomastigotes
VD, ya que al ser expuestos al microscopio Optico de fluorescencia no emitieron la
fluorescencia asociada a la expresiéon de la proteina RFP. Esto indicd que la expresion de
dicha proteina no se mantuvo estable en los tripomastigotes del clon recombinante. Debido
a estas dificultades, decidimos no continuar trabajando con VD-RFP durante el desarrollo

de esta tesina y optamos por sustituirla por VD-wt.
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Tras realizar las infecciones en las células BeWo y Vero con VD-wt, los tripomastigotes
pudieron ser observados entre el séptimo y décimo dia.

En cuanto a la diferenciacién en células Hela, los tripomastigotes del clon K98-GFP se
observaron entre el cuarto y quinto dia por su emisién de fluorescencia verde. Mientras que

los VD-wt se detectaron a partir del quinto dia post infeccién.

Deteccion de micoplasma por PCR

La deteccién de micoplasma se realiz6 por PCR de punto final seguida de electroforesis en
geles de agarosa. Pudimos apreciar que en las calles que contenian los productos de
amplificacién del ADN de células Hela (Figura 18 calles 1,2,3,4,5 y 7) no se observaron bandas
especificas correspondientes al gen de ARNr 16S de micoplasma (500 pares de bases). Por
otro lado, las calles correspondientes a los controles positivos (9 y 10) mostraron bandas
especificas de micoplasma, comparables a la banda de 500 pb del marcador de peso
molecular (calles 6 y 11). Finalmente, los controles sin templado (calles 8 y 12) no presentaron
bandas.

De esta manera, corroboramos que las células HeLa se encontraban libres de micoplasma,
que la amplificacion se realizd con éxito y que los reactivos empleados no presentaron
contaminacién durante la preparacién de la mezcla de reaccién. Esto nos permitié
confirmar que podiamos emplear esta linea celular para los ensayos de diferenciacién y el
experimento de infeccién en monocapa.

Al emplear un cultivo de células HeLa en confluencia para llevar a cabo la extracciéon de ADN,
contamos con una alta concentraciéon de ADN celular; por ende fue crucial determinar la
concentraciéon adecuada que no inhiba la PCR. Para llevarlo a cabo, medimos su
concentracién y pureza empleando un espectrofotdmetro de microvolumen Nanodrop. Este
espectrofotometro midid la absorbancia a 260 nm para calcular la concentracion de acidos
nucleicos en la muestra y para su pureza dos relaciones: A260/A280 (1,8 y 2,0 indica una
buena pureza) y A260/A230 (2,0 y 2,2 son optimos). Con los valores obtenidos, confirmamos
que el ADN extraido presentaba alta pureza y concentracion. Por ende, optamos por diluir
una parte de las muestras en diluciones de 1:10 y 1:100 utilizando el buffer de elucién y otras
ajustando su concentracién final a 1 ng/uL para llevar a cabo la PCR. Esta decision buscé
evitar la saturacién de la polimerasa, garantizar una amplificacién eficiente y mantener la
especificidad, minimizando posibles efectos adversos asociados al exceso de ADN.

Debido a esto, en las calles 1y 2 de la corrida electroforética en gel de agarosa (Figura 18),
donde se sembré la muestra sin diluir, se observé un "chorreado” causado por el exceso de

ADN en la muestra. Este exceso impide que el ADN migre de manera uniforme, resultando
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en una banda difusa o extendida en lugar de una banda nitida. Por otro lado, en las calles 3, 4,
5,7y 8, donde se sembraron las muestras diluidas con la concentracién final deseada, no se
observd esta banda extendida. Esto indicé que la PCR no fue inhibida por exceso de ADN.
Ademais, al no observarse la banda especifica de 500 pb, y al ver una reaccién en los controles
positivos y la ausencia de bandas en los controles sin templado (NTC), pudimos confirmar

que las células HeLa estaban libres de micoplasma y eran aptas para su uso en cultivo.

ADN Hela

11 11 1:10 1:100 1:100 PM 1ngut NTC G G PM NIC

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa para la determinacion de micoplasma por PCR en células
HeLa. Calles: C+: ADN JEG-3 contaminado con micoplasma, NTC: controles sin templado. PM:
marcador de peso molecular de 100 a 15000 pb.

Ensayos de infeccion en monocapa

Mediante microscopia de fluorescencia se determind el porcentaje de células infectadas para
cada linea celular infectada con K98-GFP y VD-wt. En cada fotografia se contabilizé el
numero total de células y el nimero de células infectadas (Tablas A1 a A6, Anexo). Este
recuento se llevo a cabo mediante el conteo de los niicleos celulares (Figura 19), asi como de
los nicleos y kinetoplastos de los amastigotes (Figura 19 Zoom, flechas amarillas), que se

visualizaron en azul gracias a la tincién con DAPI .
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Figura 19. Infeccién con T. cruzi K98-GFP. Imagen 20X del Microscopio de fluorescencia:
Tripomastigotes K98-GFP vs Células Vero (20:1) por 48 hs en donde se muestra la marcacién con Dapi
(azul). Zoom 40X: Las flechas amarillas sefialan los nicleos y kinetoplastos de los amastigotes en las
células Vero infectadas.

El porcentaje de infeccidon en células BeWo por el clon K98-GFP fue de 51,20 + 3,44% (media +
DE), mientras que con VD-wt fue de 3,84 + 0,18%. En las células HeLa, la infeccién con
K98-GFP alcanzé el 16,69 + 0,88%, frente al 7,43 + 0,74% observado con VD-wt. Por altimo, en
células Vero, los porcentajes de infeccion fueron de 28,07 + 4,07% para K98-GFPy de 17,22 +
1,52% para VD-wt (Figura 20).

El andlisis estadistico, realizado mediante la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de una
via seguida por un test de comparacién multiple de Bonferroni, revelé que el porcentaje de
células infectadas fue significativamente mayor al utilizar K98-GFP en comparacion con la

cepa VD-wt en las tres lineas celulares.
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Figura 20. Infecciones en cultivos 2D con MOI 20:1. Grifico de barras del porcentaje de células
infectadas obtenidas para las lineas celulares Bewo, HeLa y Vero empleando los clones parasitarios
K98-GFP y VD-wt de T.cruzi. Los resultados se muestran como el promedio con su desviacién

estandar (*corresponden a diferencias significativas ANOVA, Bonferroni:****P < 0,0001 ***P < 0,001
**P < 0,01 *P<0,05ns P>0,05).

Cuantificacion de carga parasitaria por PCR cuantitativa en tiempo real

Al analizar la curva de amplificacion obtenida para GAPDH (Figura 21 A), se observd
amplificacién en las seis muestras por duplicado, con valores de Ct entre 23 y 27,
aproximadamente, utilizando un umbral (threshold) de 650,62 (valor asignado
automadticamente por el software del termociclador). En los controles sin templado no se
detect6 amplificacién, lo que confirmé la ausencia de contaminacién de ADN en los
reactivos o durante la reaccion.

En relacién con el grafico de la derivada (-dF/dT) vs. temperatura (Figura 21 B), se observd
que los productos presentaron una temperatura de fusién (Tm) de 79 °C y reproducible en
todas las muestras. Ademds, la curva mostr6 un tnico pico para cada una de las muestras

analizadas, lo que indica que se obtuvo un producto de amplificacién especifico.
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Figura 21. A: Curva de amplificacién: Fluorescencia vs Namero de ciclos para GAPDH. B: Grafico de
-dF/dT vs temperatura (°C) para GAPDH.

En relaciéon con la curva de amplificacion obtenida para EF-1a (Figura 22 A), se observd
amplificacién en las seis muestras por duplicado, con valores de Ct entre 23 y 29,
aproximadamente, utilizando un threshold de 650,62 ( valor asignado automdticamente por
el software del termociclador). Sin embargo, en los controles sin templado se detect
amplificacién, con un valor de Ct de 35.

Al analizar la derivada (-dF/dT) vs. temperatura (Figura 22 B), se observd que todas las
muestras presentaron una misma Tm de 79 °C. En cambio, los controles sin templado
mostraron un pico a una Tm inferior (72 °C), lo que sugiere la presencia de amplicones mas

cortos o con un contenido de GC diferente, caracteristico de dimeros de cebadores.
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Figura 22. A: Curva de amplificacién: Fluorescencia vs Numero de ciclos para EF-1a. B: Grifico de

-dF/dT vs temperatura (°C) para EF-1a.
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Curvas estandar para cuantificacion

El ensayo de PCR cuantitativa para la curva estindar de GAPDH en células Hela (Figura 23 A)
mostrd una eficiencia del 95%. En cuanto a la curva para EF-1o de K98-GFP (Figura 23 B) se
obtuvo una eficiencia del 102%, mientras que la de VD-wt (Figura 23 C) presentd una del 88%.
Las tres curvas mostraron una buena eficiencia de reaccién, ya que sus pendientes
estuvieron cerca del valor ideal de -3,32. Sin embargo, la curva estandar de EF-1a para el clon
VD-wt fue la que mas se desvié de este valor (0,32), lo que refleja la menor eficiencia entre las
tres. En términos de linealidad, las tres curvas presentaron un R* cercano a1(0,99y 0,98), lo
que indicé una fuerte correlacion lineal, con solo pequefas desviaciones de los datos con
respecto a la recta.

Considerando lo mencionado anteriormente, se puede afirmar que estas tres curvas
estandar son adecuadas para la cuantificacién de las muestras de forma precisa y eficiente.
Es importante sefialar que, en las curvas estindar de GAPDH y EF-1a para VD-wt, se elimind
el punto correspondiente a la muestra sin diluir (6 x 10° células totales para GAPDH y 2.x10°
parasitos totales para EF-1z VD). ya que se encontraba fuera de la recta, afectando la
eficiencia de la misma. Por esta razdn, dichas curvas tienen 5 puntos, mientras que la curva

de EF-1a para K98-GFP cuenta con 6 puntos (todas por triplicado).

Figura 23. Curvas estandar. Umbral de ciclo en funcién de células y parasitos totales. A: Curva estindar
de GAPDH en células HeLa. B: Curva estindar de EF-1a para K98-GFP. C: Curva estandar de EF-1a

para VD-wt. R* coeficiente de determinacion, m: pendiente de la recta.

Utilizando estas 3 curvas estindar, se interpolaron los valores de Ct obtenidos para las
muestras de células HeLa infectadas con ambos stocks parasitarios, determinando asi el

numero de células Hela y de pardsitos K98-GFP y VD-wt.

Para determinar el nimero de células HeLa, se empled la curva estindar del gen GAPDH

(Figura 23 A) y se interpolaron los valores de Ct obtenidos de las muestras infectadas con
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K98-GFP (Figura 24 A) y VD-wt (Figura 24 B). En ambas curvas, los valores de Ct de las muestras

analizadas se encuentran dentro del rango dinamico lineal.
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Figura 24. Curvas estandar de GAPDH con valores de Ct obtenidos de las muestras. A: Células HeLa
infectadas con K98-GFP. B: Células HeLa infectadas con VD-wt.

En cuanto a la cuantificacién de los pardsitos, utilizamos las curvas estindar de EF-1a
(Figura 23 B para K98-GFP y Figura 23 C para VD-wt), interpolando los valores de Ct
obtenidos de las muestras infectadas con K98-GFP (Figura 25 A) y VD-wt (Figura 25 B). En
ambas determinaciones, se observd que los valores de Ct de las muestras evaluadas se

encuentran dentro del rango dindmico lineal de cada curva.
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Figura 25. Curvas estindar de EF-1a con valores de Ct obtenidos de las muestras. A: Células HeLa

infectadas con K98-GFP. B: Células HeLa infectadas con VD-wt.

Una vez obtenido el nimero de células HeLa y de ambos stocks de parasitos presentes en las
muestras, calculamos su carga parasitaria, determinando la relacién entre el nimero de

parasitos presentes por célula HeLa (Tablas A7y A8, Anexo).
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El nimero de parasitos de K98-GFP por célula Hela fue de 0,77 + 0,35 (media + DE),
mientras que para VD-wt fue de 0,033 + 0,0044 parasitos por célula (Figura 26). Mientras que
en la linea celular BeWo, el niimero de parasitos K98-GFP por célula fue de 1,70 + 0,18, y para
VD-wt fue de 0,12 + 0,02 parasitos por célula (Figura 26).

El andlisis estadistico mediante la prueba de ANOVA de una via junto al test de comparacion
multiple de Bonferroni nos indicé que se obtuvo un nimero de parisitos por célula
significativamente mayor al utilizar K98-GFP en comparaciéon a VD-wt para ambas lineas

celulares.
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Namero de parasitos T.cruzi / Célula

K98-GFP  VD-wt K98-GFP VD-wt

BeWo Hela

Figura 26. Parasitos por células BeWo y HeLa. Grifico de barras del nimero de parisitos por células
BeWo y HeLa empleando los clones parasitarios K98-GFP y VD-wt de T.cruzi. Los resultados se muestran
como la media con su desviacién estandar (corresponden a diferencias significativas ANOVA,

Bonferroni: ****P < 0,0001 ***P < 0,001 **P < 0,01 “P < 0,05 ns P> 0,05

Cultivo de células BeWo en 3D

Se generaron cultivos 3D utilizando la linea celular BeWo y el sistema 3D-Petri Dish®. Para
esto, los moldes de silicona se rellenaron con agarosa fundida y una vez que el gel solidificd,
se les flexionaron las puntas para facilitar la separacién de los Petri Dish® 3D de agarosa
formados. Asi se obtuvieron ambos micromoldes, como se muestra en la Figura 27. Estos

adquirieron un tono rosado tras ser equilibrados con DMEM-F12 al 10% de SFB.
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Figura 27. Petri Dish® 3D large y small de agarosa para generar cultivos tridimensionales de células
BeWo.

Después de tres dias de incubacién de las células BeWo en ambos Petri Dish® 3D, pudimos
observar mediante el microscopio invertido que ambos tipos de esferoides se habian
formado de manera uniforme, tal como se aprecia en la Figura 28.

Al analizar las imagenes de ambos tipos de esferoides, obtuvimos las mediciones de drea,
radio y didmetro tedrico, junto con sus respectivas desviaciones estandar (Tablas A9 y A10,
Anexo). Esto nos permitié calcular el didmetro tedrico de los esferoides formados: los large
presentaron un didmetro de 341,30 + 24,52 um (media + DE) al sembrar 1000 células por
micropocillo, mientras que los small mostraron uno de 163,28 + 6,98 pum al sembrar 316

células por micropocillo.
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Large Small

Figura 28. Esferoides large y small. Imigenes 10X obtenidas por el microscopio invertido de los

esferoides obtenidos luego de tres dias de cultivo.

Al comparar con los resultados previos obtenidos en el LabMECh (Figura 29), se observé que
los esferoides large presentaron un didmetro teérico promedio de 284,48 + 2,79 mientras que

los small alcanzaron uno de 154,84 + 1,53 um.
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Figura 29. Diametro teérico de Esferoides. Comparacién del didmetro tedrico de esferoides large y small

obtenidos en este trabajo con antecedentes del laboratorio. Los resultados se muestran como la media
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con su desviacién estindar (* corresponden a diferencias significativas ANOVA, Bonferroni: ***P <
0,001 **P < 0,01 “P < 0,05; ns P>0,05).

El anilisis estadistico de los didmetros tedricos obtenidos en este trabajo comparados con
los previamente realizados en el laboratorio revel6 que no existen diferencias significativas
en los valores correspondientes a los esferoides small. Sin embargo, para los esferoides large,

se observaron diferencias significativas entre ambos valores.
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Discusion
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El objetivo general de este trabajo fue desarrollar y aplicar distintos modelos in vitro de
infecciéon con diferentes cepas de T. cruzi, que permitieran recrear la interaccion
parasito-hospedador, con un enfoque en la transmisién congénita, para estudiar los
mecanismos de invasion y el tropismo placentario.

Los modelos mas populares de cultivo celular son 2D, en estos las células se adhieren a una
superficie plana como soporte, formando monocapas. Este método es el mis empleado
debido a que es simple y conveniente; de esta manera ha sido un método invaluable que
contindia proporcionando informacién y conocimiento crucial al ser empleado para modelar
enfermedades (125, 126). En este contexto, los modelos bidimensionales in vitro, como las
lineas trofoblasticas humanas BeWo, se emplean con frecuencia como sistemas
hospedadores en estudios de transmision e infeccién placentaria de T. cruzi y permiten
realizar estudios reproducibles que dan lugar a datos con significancia estadistica (103, 104).
Sin embargo, cuando las células crecen adheridas a superficies planas puede modificar su
metabolismo y funcionamiento (125). Ademas, las interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular se reducen, y el nivel de respuesta celular es limitado (127). Frente a esta
limitacién, los cultivos tridimensionales (3D) son una buena alternativa, dado que son
fisiolégicamente relevantes y una buena opcién porque imitan la microarquitectura de los
tejidos y puede proporcionar un entorno similar al que se encuentra en las infecciones
naturales (108). Se han desarrollado modelos 3D de infeccién transplacentaria por T. cruzi
utilizando células del trofoblasto, empleando la linea celular de trofoblastos Jeg-3, en
combinacién con células endoteliales microvasculares del cerebro humano. Sin embargo,
este modelo de esferoide es refractario a la infeccién por T.cruzi (114).

Las cepas de T. cruzi influyen en la respuesta placentaria a la infeccidn y se clasifican en seis
Unidades Discretas de Tipificacién (UDTs) con distribucién y ciclos de transmision
especificos (10, 11). Ademads, se ha descrito el tropismo tisular de diferentes cepas de T. cruzi
en la placenta en modelo murino (86), por ejemplo: la cepa Colombiana (TcI) presenta una
alta incidencia de parasitismo placentario (98%), mientras que la cepa Y (TcIl) infecta solo el
17% de las placentas. Ademads, se identificaron diferencias en la respuesta del microambiente
placentario tras la infeccidn crénica con cepas pertenecientes a diferentes UDTs: K98 (UDT I,
aislada de un paciente con Chagas crénico) y VD (UDT VI aislada de un caso congénito)

presentan tropismo placentario diferencial en ratones (87).

En este estudio, se utilizaron cultivos 2D y 3D de lineas celulares trofoblasticas humanas
BeWo, junto con lineas celulares no placentarias (HeLa y Vero) como controles, con el fin de
evaluar las diferencias en la infectividad de las cepas K98 y VD de T. cruzi.

En el trabajo con células en cultivo, uno de los controles mas importantes es la deteccién de

micoplasma. Por esta razoén, antes de iniciar los experimentos con células HeLa, realizamos
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un ensayo de deteccién de micoplasma mediante PCR en tiempo real, protocolo que también
se aplica cada vez que se incorporan nuevas lineas celulares a nuestro Instituto.

Este analisis fue crucial para asegurar la esterilidad de los cultivos utilizados por los
diferentes grupos de trabajo y para garantizar la validez de los resultados experimentales en
los ensayos de infeccién en monocapa. La contaminacién por micoplasma en un cultivo
podria sesgar las comparaciones entre las diferentes lineas celulares, lo que afectaria
significativamente la interpretacién de los resultados.

Los micoplasmas son las bacterias autorreplicantes mas pequefias y simples, contienen el
conjunto minimo de organulos esenciales para el crecimiento y la replicacién: una membrana
plasmatica, ribosomas y un genoma que consiste en una molécula de ADN circular de doble
cadena. A diferencia de todos los demds procariotas, los micoplasmas no tienen pared celular
(128). Estos microorganismos dependen obligatoriamente de células eucariotas y sus
caracteristicas fisioldgicas les permiten proliferar de manera inadvertida en cultivos celulares
durante largos periodos de tiempo obteniendo nutrientes del medio de cultivo celular y de los
metabolitos celulares. Su principal desventaja es que pasan inadvertidos durante la
inspeccion microscopica de rutina de las células, ademas no causan muerte celular inmediata
ni turbidez en el medio, y no son afectados por antibiéticos que actiian sobre la pared celular
o la sintesis de proteinas. La principal fuente de contaminacién son cultivos celulares
infectados y su contaminacién cruzada con otros cultivos por practicas inadecuadas en el
cuarto de cultivo. Otras posibles fuentes, como el SFB o suplementos de cultivo celular e
incubadoras, se consideran menos probables para contribuir significativamente a las altas
tasas de contaminacién (120).

Por lo tanto, empleamos la PCR como método de deteccién y control de calidad de las células
HeLa donadas por la Dra Valeria Tekiel. Este se basa en la amplificacion especifica del ADN
que codifica para el ARNr 16S de micoplasma mediante la PCR que posee unos 500 pb
aproximadamente. Este proceso utiliza oligonucleétidos que se hibridan a secuencias
especificas del ADN micoplasmdtico, permitiendo una deteccién altamente sensible de
contaminacién por micoplasma en cultivos celulares (120).

Un aspecto relevante es que existen 183 especies de estas bacterias, de las cuales 16 se han
aislado en humanos (129). Para su deteccién, se emplea una combinacién de siete cebadores
sentido y tres antisentido, con cuatro de ellos disefiados como degenerados. Este disefio
permite abarcar la mayor cantidad posible de especies de micoplasmas, incluso aquellas que
difieren en un solo nucledtido. De este modo, se garantiza un apareamiento completo entre
el cebador y el sitio de reconocimiento en el gen del ARNr 16S, mejorando significativamente

la sensibilidad del método.
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Al emplear un cultivo de células HeLa en confluencia para llevar a cabo la extraccién de ADN,
contamos con una alta concentraciéon de ADN celular; por ende fue crucial determinar la
concentracién adecuada que no inhiba la PCRy se lleve correctamente.

En caso de que las células HeLa hubiesen estado contaminadas con micoplasma antes de los
ensayos de infeccién con tripomastigotes de K98-GFP y VD-wt, es probable que el nimero de
parasitos por célula se hubiera visto afectado, generando resultados erréneos.

La presencia de micoplasma podria influir en diversos factores que afectan el cultivo celulary
la infeccién por pardsitos. Estas bacterias alteran las condiciones del medio al consumir
nutrientes esenciales, lo que repercute en el metabolismo celular y genera un entorno menos
propicio para la replicacion de los parasitos. Ademas, el micoplasma puede modificar la
expresion o la estructura de receptores celulares clave, dificultando la adhesién e ingreso de
los parasitos a las células hospedadoras y, en consecuencia, afectando la dindmica de la
infeccién. Por ultimo, sus efectos inmunomoduladores, como la activacién de vias
inmunoldgicas en las células hospedadoras, pueden interferir con la capacidad de los
parasitos para establecer una infeccién eficiente. Por dltimo, al afectar la proliferacion
celular, pueden reducir el nimero total de células disponibles reduciendo el nimero de
células infectadas en el ensayo (130, 131, 132, 133).

Por lo tanto, fue fundamental trabajar con cultivos libres de micoplasma para asegurar la
obtencién de datos confiables y evitar interpretaciones erréneas de los resultados

experimentales en esta tesina.

Una vez confirmado que la linea celular HeLa no presentaba contaminacién con micoplasma
llevamos a cabo los ensayos de infeccién en monocapa. Los resultados obtenidos apoyan la
hipétesis planteada debido a que se obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de
células infectadas segin la linea hospedadora y el clon parasitario empleado durante la
infeccion.

Es interesante notar que el stock obtenido de un caso congénito mostré una mayor infeccién
en la linea celular epitelial de rifién de mono verde africano, Vero (17,22%) y la linea celular
epitelial humana Hela (7,43%), que en la células BeWo (3,84%). Es decir, resulté menos
infectiva en la linea de trofoblastos humanos, evidenciando ademds menor tropismo por
trofoblastos que la cepa K98 derivada de un caso no congénito en donde se aprecid 51,20% de
infeccidn (28,07% en Vero y 16,69% en HeLa, como control).

Se ha reportado previamente que la cepa VD (TcVI), aislada de un caso de Chagas congénito,
presenta un mayor tropismo por la placenta murina en comparacién con la cepa K98 (TcI),
conocida por su baja infectividad (87). Ademas, estudios en explantes ex vivo de vellosidades
cori6nicas han mostrado que la cepa VD genera una mayor carga parasitaria en tejido

placentario que la cepa no congénita Y (88), aunque hasta el momento no se han realizado
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experimentos similares con K98. Estas diferencias resaltan la influencia critica del hospedero
en el tropismo y la virulencia de las cepas de T. cruzi, evidenciando la complejidad de las
interacciones parasito-hospedero en contextos de infeccién congénita.

En este contexto, no podemos descartar la posibilidad de que la cepa VD se haya modificado
genéticamente debido a su prolongado cultivo en condiciones in vitro (134) y se haya atenuado
su infectividad. Se ha descrito el aumento en nimero de copias y de mutaciones en genes de
familias multigénicas de T.cruzi asociadas a su virulencia como las trans sialidasas, las
mucinas y las MASP, que pueden modificar el fenotipo de un stock parasitario luego de cierto
numero de pasajes en lineas de cultivo in vitro después de varias generaciones (135). De todos
modos, es atractivo especular que la via de transmisiéon de VD no haya sido a través del
trofoblasto. Por ende, es de interés poder estudiar el comportamiento de VD en el modelo 3D,
que posibilita observar si la cepa migra entre células trofoblasticas en vez de infectarlas.
Futuros estudios trabajando con esferoides compuestos por mas de un tipo de tejido serdn
necesarios para probar esta hipdtesis.

En cuanto a las células HeLa se registr6 un porcentaje de infeccién mayor para K98 que para
VD. Esta es considerada altamente infectiva en modelo experimental murino (134) pero su
infectividad en células HeLa no habia sido caracterizada anteriormente, por lo que este
comportamiento podria ser especifico de esta linea celular humana. Ademds, no podemos
descartar la posibilidad de que VD se encuentra atenuado como se menciond anteriormente.
Ademas, este ensayo ha puesto de manifiesto las limitaciones inherentes al uso de cultivos
2D, destacando la necesidad de avanzar en investigaciones que empleen modelos 3D para

una comprension integral de los procesos bioldgicos estudiados.

En estos ensayos de infeccidn, inicialmente se plante6 detectar las infecciones de manera
rapida y sencilla mediante la fluorescencia de los clones transgénicos bajo el microscopio.
Este enfoque permitiria identificar facilmente las células infectadas, reduciendo el margen
de error en el recuento, como se muestra en la Figura 30. Sin embargo, la pérdida de
fluorescencia en el estadio de tripomastigote metaciclico del clon VD-RFP hizo inviable su
uso en los experimentos, lo que obligd a trabajar con la variante wild type (VD-wt) para
cumplir con los objetivos planteados.

Debido a esta limitacidn, el recuento de células infectadas no pudo realizarse mediante la
fluorescencia de las proteinas, y se optd por estandarizar la metodologia utilizando DAPI
para visualizar tanto las infecciones con VD-wt como con K98-GFP. Este enfoque permitié

comparar de manera consistente los resultados obtenidos con ambos stocks parasitarios.
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Figura 30. Infeccion con T. cruzi K98-GFP. Imagen 20X Microscopio de fluorescencia Leica DM2500
LED: Tripomastigotes K98-GFP vs Células Vero (20:1) por 48 hs. Se observa la marcacién con Dapi

(azul) y GFP (verde) en la unién de las imagenes.

La pérdida de fluorescencia o diferencia en la expresién de proteinas fluorescentes (GFP y
RFP) entre los clones K98 y VD de Trypanosoma cruzi en sus diferentes estadios puede deberse
a diversos factores relacionados con la regulacién genética y el comportamiento especifico
del vector de expresién en cada clon.

En cuanto a los promotores especificos del vector, el clon K98-GFP probablemente utiliza un
promotor constitutivo o uno que se mantiene activo en ambos estadios, permitiendo la
expresion estable de la proteina GFP tanto en su estadio de amastigote como de
tripomastigote. Por otro lado, el clon VD-RFP puede estar utilizando un promotor especifico
en su estadio de epimastigote que se desactiva durante la diferenciacién a tripomastigote, lo
cual es comidn en T. cruzi debido a las diferencias en la regulacién transcripcional y
postranscripcional entre estadios (137, 138).

Por otro lado, en T. cruzi la expresién génica depende principalmente de la regulacién
postranscripcional. Es posible que el ARNm de la RFP en el clon VD sea menos estable o mas
susceptible a degradacién en los tripomastigotes, mientras que el ARNm de GFP en el clon
K98 se mantenga estable y traducible en ambos estadios. La integracion del vector de RFP en
el clon VD podria haber ocurrido en un locus que esta sujeto a silenciamiento transcripcional
en los tripomastigotes, mientras que el vector de GFP en el clon K98 podria estar en un locus
que permite una expresion continua. Las diferencias en la accesibilidad de la cromatina en

cada estadio del parasito también pueden influir en la expresion diferencial (138).
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Por otro lado, la estabilidad diferencial de ambas proteinas fluorescentes podria haber
contribuido a la pérdida de fluorescencia observada en VD-RFP. Es posible que la proteina
roja fluorescente sea mas susceptible a la degradacién bajo las condiciones metabdlicas y
proteoliticas especificas de los tripomastigotes, en comparacion con la proteina verde, que
tiende a ser mas estable en diferentes condiciones. Estudios en proteinas fluorescentes han
demostrado que la GFP y sus variantes poseen una mayor resistencia al photobleaching, es
decir, mantiene su capacidad de emitir fluorescencia durante periodos prolongados de
irradiacién en comparacién con muchas RFP. Esto se debe a su estructura quimica, que la
hace menos propensa a degradarse bajo exposicién prolongada a la luz intensa. Ademas, las
GFP suelen mostrar mayor tolerancia a variaciones en el pH y otras condiciones ambientales.
También tienen un tiempo de maduracién mds rapido, lo que les permite alcanzar niveles
optimos de fluorescencia mas rapido que muchas RFP (139, 140).

Un pardmetro crucial a verificar al trabajar con el clon K98-GFP fue si sus parametros de
infeccion fueron similares que la wild type en las lineas celulares empleadas. La integracion
del vector pTREX en el pardsito transgénico no modifica sus principales caracteristicas
biolégicas de la cepa wild type sino que se mantienen inalteradas. Entre ellas se encuentran:
forma y tamano del parasito, niveles de parasitemia, variacion de peso corporal y produccién
de anticuerpos IgG anti-T. cruzi en ratones infectados, tropismo tisular y caracteristicas
histopatolégicas (119).

Ademas, en el LaBMECh se realizaron infecciones en monocapa con la linea celular BeWo y la
cepa K98 y el clon K98-GFP a una MOI de 20:1 para verificar dicha premisa. Los resultados
obtenidos son comparables en términos del porcentaje de células infectadas: 48,50 + 15,72%
(media + DE) para la cepa salvaje y 51,20 + 3,44% para la recombinante portadora de
pTREX-GFP. Por lo tanto, inferimos que este comportamiento se mantiene en las lineas
celulares Vero y HeLa al trabajar con el clon o la wild type.

Durante la diferenciacién de los tripomastigotes metaciclicos en la linea celular en la que se
llevé a cabo el ensayo de infeccidn, se observaron diferencias en los tiempos de diferenciacion
de amastigote a tripomastigote segtn el stock parasitario y la linea celular utilizada.

En células HelLa, los tripomastigotes de K98-GFP, detectados por su fluorescencia verde,
aparecieron entre el cuarto y quinto dia post-infeccién, mientras que los de VD-wt se
observaron a partir del quinto dia. En células BeWo y Vero, los tripomastigotes de K98-GFP
se detectaron entre el quinto y séptimo dia, mientras que los de VD-wt necesitaron mas

tiempo para diferenciarse, apareciendo entre el séptimo y décimo dia.

La diferenciacién de Trypanosoma cruzi de amastigotes a tripomastigotes puede variar
significativamente segiin las caracteristicas y el ambiente proporcionado por las distintas

lineas celulares y las caracteristicas del parasito.
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Las lineas celulares hospederas utilizadas en esta tesina, como BeWo, HeLa y Vero, tienen un
impacto significativo en los tiempos y la eficiencia de la diferenciacion del parasito. Las
caracteristicas especificas de cada linea celular, tales como su metabolismo, capacidad de
internalizacién y microambiente intracelular, pueden influenciar este proceso, afectando de
manera directa la dindmica de diferenciacion. La variabilidad entre cepas influye en los
tiempos de diferenciacién, lo cual esta relacionado con diferencias genéticas y moleculares,
como las variaciones en los genes involucrados en la adhesion celular, por ejemplo, las
proteinas de la familia amastina (141, 142, 143).

En cuanto a las condiciones ambientales, factores como el pH acido y la disponibilidad de
nutrientes son determinantes en la diferenciacién. Condiciones acidas, por ejemplo, pueden
acelerar la transformacién de tripomastigotes a amastigotes extracelulares en ciertas cepas
(142, 144). Las interacciones entre el huésped y el parasito son también fundamentales, ya que
T. cruzi induce modificaciones en el citoesqueleto de las células hospedadoras durante su
invasién, facilitando la internalizacién y posterior diferenciacién intracelular. Estas
modificaciones incluyen la formacién de pseudépodos, soportados por filamentos de actina,
que son esenciales para la internalizacién de los tripomastigotes y la formacién de vacuolas
parasitoforas (142, 144).

En modelos tridimensionales de cultivo, las interacciones entre el parasito y el huésped
pueden simular mejor las condiciones in vivo, alterando los tiempos de diferenciacién
observados en comparacién con los modelos bidimensionales (145, 146, 147).

Las implicaciones biolégicas de estas variaciones en los tiempos de diferenciacién podrian
reflejar adaptaciones evolutivas del parasito (148, 149). Por ejemplo, cepas como VD que
presentaron tiempos de diferenciacién mas largos, podrian estar empleando mecanismos de
evasion inmune o estrategias de supervivencia a largo plazo.

En base a los resultados obtenidos apreciamos que la interaccion entre T. cruzi y las lineas
celulares es compleja, con miltiples factores que influyen en la eficiencia de la invasién y su
posterior diferenciacién. Los tiempos observados dependen de la combinacién de las
caracteristicas genéticas del pardsito y las propiedades del ambiente intracelular
proporcionado por las células hospedadoras. Estudios adicionales en modelos

tridimensionales podrian proporcionar mds informacion sobre estas dinamicas.

La PCR cuantitativa en tiempo real se basa en la premisa de que existe una relacién
logaritmica entre la cantidad de ADN blanco inicial y el nimero de ciclo en el cual la
fluorescencia supera el umbral (Ct). De esta manera, para estimar la concentraciéon de ADN
presente en una muestra incégnita se emplea una curva estindar construida a partir de
cantidades conocidas del ADN blanco. Esto requiere la cuantificacién precisa de un estindar

utilizando metodologias independientes como el recuento directo del microorganismo (150).

81



Siguiendo esta premisa, logramos realizar exitosamente una PCR cuantitativa en tiempo real
para estimar la carga de parasitos por célula HeLa en cepas de diferentes UDT como K98 y
VD. El clon K98-GFP mostrd un mayor nimero de pardasitos por célula HeLa (0,77 par/cel) en
comparaciéon con VD (0,033 par/cel). Este resultado coincide con los hallazgos obtenidos en
los ensayos de infeccién en monocapa observados mediante microscopia. Al comparar estos
resultados con los obtenidos en LaBMECh para células BeWo, se observé un patrén similar,
ya que el nimero de parasitos por célula fue significativamente mayor en K98-GFP (1,70
par/cel) en comparacién con VD-wt (0,12 par/cel).

La técnica de qPCR ofrece ventajas significativas sobre los métodos tradicionales de cultivo
para la determinacién de la carga parasitaria, optimizando tanto la precisién como la
eficiencia del andlisis. Su alta sensibilidad y especificidad permiten detectar minimas
cantidades de ADN, lo que resulta crucial para identificar infecciones en etapas tempranas
con cargas parasitarias bajas, algo que los cultivos convencionales suelen pasar por alto.
Ademds, proporciona resultados en cuestiéon de horas, en contraste con los tiempos
prolongados de los cultivos, que pueden extenderse durante dias o semanas. Una de sus
ventajas mas destacadas es la capacidad de cuantificar con precisién la carga parasitaria
mediante la medicién exacta del ADN, superando las limitaciones inherentes a los métodos
basados en cultivo y microscopia. Asimismo, reduce significativamente el riesgo de falsos
positivos o negativos, ya que trabaja directamente con ADN extraido, minimizando la
posibilidad de contaminacién, un problema frecuente en los cultivos. Su aplicabilidad es
también notablemente versatil, ya que permite detectar y diferenciar multiples especies
parasitarias en una sola reaccién, optimizando tanto el tiempo como los recursos en
comparacién con técnicas que requieren procedimientos especificos para cada
microorganismo. Por dltimo, la qPCR es ttil incluso para analizar muestras archivadas o
parcialmente degradadas, dado que no depende de la viabilidad del microorganismo, lo que
la convierte en una herramienta invaluable en estudios retrospectivos (151, 152, 153, 154, 155,
156).

En el trabajo mencionado previamente llevado a cabo en modelo murino con las cepas K98y
VD (87), la cepa VD mostré mayor tropismo placentario.

Estos resultados resaltan la importancia del rol del hospedero y el modelo utilizado para
evaluar el tropismo y virulencia de una cepa parasitaria. En este contexto, en el laboratorio se
han desarrollado cultivos 3D de células BeWo, relevantes para profundizar estudios de

infectividad con cepas obtenidas de casos congénitos y de otros origenes.

En cuanto a los cultivos tridimensionales de células BeWo, los resultados obtenidos muestran
que los esferoides large, generados a partir de 1000 células por micropocillo, alcanzaron un

didmetro promedio tedrico de 341,30 + 24,52 um, mientras que los small, formados con 316
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células, presentaron un didmetro promedio de 163,28 + 6,98 um. Al contrastar estos
resultados con los obtenidos en el estudio realizado en LaBMECh (124), que empled el mismo
sistema de cultivos 3D y condiciones experimentales idénticas, se identificaron diferencias
significativas. En este estudio, los esferoides large presentaron un didmetro promedio de
284,48 + 2,79 um, mientras que los small alcanzaron un promedio de 154,84 + 1,53 um. El
analisis estadistico revelé una diferencia significativa de 56,82 um entre los esferoides large.
En contraste, la diferencia de 8,44 um observada en los small no resultd estadisticamente
significativa.

Las diferencias observadas en los didmetros tedricos promedio de los esferoides large podrian
deberse a diversas variables relacionadas con el sistema de cultivo, las condiciones
experimentales o a las células empleadas. Entre las posibles explicaciones para las
variaciones observadas se encuentra la distribucion inicial desigual de las células. Aunque se
sembraron 1000 células por pocillo en ambos casos, es plausible que la heterogeneidad en la
distribucién al inicio del cultivo haya influido en el nimero final de células asentadas en cada
pocillo. Ademas, las condiciones de incubaciéon y manejo también podrian haber contribuido.
Variaciones sutiles en pardmetros como el pH, los tiempos de cultivo, las concentraciones de
gases (O, y CO;) o incluso en la manipulacién de las placas pueden impactar
significativamente el desarrollo de los esferoides, dada su sensibilidad a perturbaciones. Por
ejemplo, movimientos bruscos durante el manejo podrian causar que los esferoides, al estar
suspendidos, impacten contra las paredes del pocillo, lo que podria provocar el
desprendimiento de células. La variabilidad experimental es otro factor a considerar.
Diferencias inadvertidas entre lotes de medios, sueros u otros insumos, asi como posibles
errores del operador, como imprecisiones durante el recuento celular en la cimara de
Neubauer o fallos al pipetear el volumen correspondiente a las 81.000 células totales en el
micromolde, podrian haber influido en los resultados obtenidos. Estas variables subrayan la
importancia de mantener un control riguroso en cada etapa del proceso experimental para
minimizar su impacto.

Otro factor a tener en cuenta es la desviacion estindar obtenida en el didmetro de los
esferoides large llevados a cabo en este trabajo (24,52 um). Esta DS es aproximadamente la
mitad de la diferencia entre los didmetros obtenidos en el trabajo en comparacién con lo de
Apodaca et al. (2024).

Este valor, aunque elevado en comparacién con la media (341,30 um), no resulta inusual
considerando las caracteristicas del conjunto de datos analizados. La desviacion estandar
alta puede explicarse por varios factores relacionados con la dispersién observada. En primer
lugar, el amplio rango de valores, que oscila entre un minimo de 304,26 y un maximo de
392,32, genera una diferencia de 88,06 entre los extremos. Esta amplitud refleja una notable

variabilidad en los datos, lo que contribuye directamente al incremento de la desviacién
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estindar. Ademads, la presencia de valores extremos en ambos limites del rango afecta
significativamente este parametro estadistico, ya que dichos valores, al distanciarse
considerablemente de la media, aumentan la medida de dispersién. El tamafo de la
muestra, compuesto por 9 datos, aunque adecuado para obtener estimaciones razonables,
sigue siendo relativamente pequefio. En este contexto, cualquier variabilidad en los valores
tiene un impacto proporcionalmente mayor, lo que podria magnificar la percepcién de una
desviacion estandar elevada. Por dltimo, la distribucién de los datos no es completamente
uniforme alrededor de la media. Aunque una proporcién considerable de los valores se
concentra entre 330 y 360, la presencia de algunos puntos mds distantes eleva la dispersion
general, incrementando asi la desviacién estandar observada.

Para reducirla se podria aumentar el tamafo de la muestra, lo que podria amortiguar la
influencia de valores extremos y proporcionar una mejor representaciéon de los datos y
analizar los valores mas alejados para determinar si reflejan variaciones reales del sistema o
si corresponden a errores experimentales como los mencionados anteriormente.

En consecuencia, basindonos en los resultados obtenidos, podemos afirmar que el cultivo
tridimensional 3D) de los esferoides large y small con la linea trofoblastica BeWo fue exitoso.
Ademas, resulté un modelo tutil y funcional para estudiar la infeccién por T. cruzi dado que
fue susceptible a la invasién por parasitos pertenecientes a diferentes UDTs y de diferentes
origenes. Resultados anteriores empleando el mismo modelo de cultivo pero diferente linea
celular trofoblastica (JEG-3) resultaron impermeables a la infeccién por T. cruzi. Esto se debid
a la formacién de una barrera estructural con uniones celulares estrechas, la produccién de
factores inmunomoduladores y moléculas de defensa, la posible reduccién de receptores
esenciales para la adhesion e invasion del parasito, y la mejor representacién del
microambiente fisiolégico de la interfaz materno-fetal en comparaciéon con cultivos 2D,
siendo clave en este proceso la linea celular JEG-3, que forma una barrera funcional similar al
sincitiotrofoblasto y permite estudiar los mecanismos de resistencia placentaria, lo que
sugiere que la placenta humana puede actuar como una barrera efectiva contra la

transmision congénita del parasito en condiciones normales (114).

En el trabajo de Apodaca et al. (2024) se llev) a cabo el perfil de crecimiento del cultivo en 3D
midiendo el didmetro tedrico en funcidn de los dias de cultivo. En los esferoides large de 1000
células por micropocillo y los small de 316, el didmetro tedrico no supera los 500 um, incluso
después de 5 dias, siendo 408,68 + 12,65 um y 204,70 + 1,34 um respectivamente.

Este analisis es esencial al trabajar con esferoides, ya que se ha establecido un valor limite
estimado de 500 um para evitar la formacion de centros necréticos (157). Siguiendo esta
premisa, se opt6 por medir los didmetros de los esferoides al tercer dia para verificar si se

superaba este valor critico. Dado que los resultados no alcanzaron los 500 um, se eligi6 el
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tercer dia para realizar las infecciones, minimizando asi la posibilidad de formacién de un
centro necrdtico a las 48 horas posteriores (quinto dia). La formacién de estos centros,
caracterizados por la falta de oxigeno y nutrientes, disminuyen la viabilidad de las células en
su interior, lo que impacta en la replicacion del pardsito y la caracterizacién de la infeccidn.
La medicién de los didmetros se llevd a cabo para caracterizar los esferoides, ya que, segin la
teoria, no se forman centros necréticos en cultivos con didmetros menores a 500 um. Para
complementar este analisis, se recomienda realizar estudios de viabilidad celular, como el
uso de azul de tripan.

El término "tedrico’ se refiere al didmetro de los esferoides calculado bajo condiciones
ideales, utilizando modelos matematicos que consideran parametros como la cantidad de
células sembradas, el volumen del cultivo, la proliferacién celular, la distribucién de
nutrientes y las caracteristicas del medio. Este valor no se obtiene mediante mediciones
directas en el experimento, sino que es una estimacién basada en suposiciones simplificadas,
como la homogeneidad del medio y el comportamiento ideal de las células. El didmetro
tedrico actiia como una referencia para comparar con el didmetro real de los esferoides y
evaluar como estos se ajustan a las predicciones hechas bajo condiciones experimentales
ideales, sin considerar factores externos o variaciones que puedan influir en el crecimiento

real (158, 159).

En cuanto a los ensayos de infeccién realizados en esferoides de células BeWo (Apodaca et al.
(2024), se observo la presencia de amastigotes intracelulares para ambos stocks parasitarios.
Esto se evidencio a través de la expresion de la proteina fluorescente GFP en K98 y mediante
el marcaje con anticuerpos anti-T. cruzi en VD, como se muestra en la Figura 31.

En estos, se utilizaron los esferoides large de 1000 células debido a su didmetro y que este
tipo resulté mas cémodo al preparar las muestras para andlisis por microscopia, ya que se

aprecian a simple vista.
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Figura 31. Infeccién de cultivos 3D por T. cruzi. Esferoides large de tres dias fueron expuestos a

tripomastigotes de T. cruzi de los stocks K98 y VD. De izquierda a derecha, las imdgenes muestran los

nucleos en azul y los parasitos en verde. Extraido de: (124).

El ndmero de parasitos por célula BeWo presenté diferencias significativas entre los cultivos
2Dy 3D para cada stock parasitario.

Como se menciond anteriormente, en los cultivos 2D infectados con K98-GFP se observd un
promedio de 1,70 + 0,18 par/cél, mientras que VD-wt 0,16 + 0,02 par/cél. Al compararlo con
los cultivos 3D vemos que este valor para K98-GFP disminuyd a 1,03 + 0,19 par/cél, mientras
que en VD-wt aumentd significativamente a 1,32 + 0,19 par/cél (Figura 32). Al comparar los
resultados obtenidos para VD en cultivos 2D y 3D, se observaron diferencias
significativamente entre ambos modelos. Mientras que, al comparar ambas infecciones en el

modelo 3D esta diferencia resultd no significativa.
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Figura 32. Parasitos por célula BeWo. Se realizé PCR cuantitativa para el gen target EF-1¢ de T. cruzi'y
GAPDH humano y utilizando curvas para cada stock parasitario (K98, VD) y para las células BeWo, se
calcul el ntimero de pardsitos por célula trofoblastica. Se realizaron tres réplicas bioldgicas y tres

réplicas de PCR. Los resultados se muestran como la media con su desviacién estindar. * p < 0,05, **

v

p < 0,005, *** p<0,0010y “*** p< 0,0001. Extraido de: (160).

Las imagenes de microscopia confocal de los esferoides infectados revelan una variabilidad
en la distribucién y el progreso de la infeccién segtn el stock parasitario empleado. En el caso
VD, la infeccién mostrd una distribucién mas extensa, con parasitos detectados incluso en el
centro de los esferoides. En contraste, K98 present6 una distribucién limitada a las areas
cercanas a la superficie del esferoide.

El origen de VD a partir de un caso congénito podria justificar su comportamiento
diferencial, ya que este no solo podria estar asociado a su capacidad de invasién, sino
también a un posible comportamiento migratorio entre las células que conforman los
esferoides. Esto sugiere que el mecanismo de transmision transplacentaria podria
involucrar, ademas de la invasion de los trofoblastos, la migracién a través de ellos. Estudios
utilizando cultivos 3D de miocitos revelaron que diferentes cepas presentan un patrén de
migracién caracteristico que puede asociarse con su comportamiento in vivo. En este
contexto, las cepas aisladas de nifios con infeccién vertical mostraron un fenotipo altamente
migratorio, mientras que el aislado de una madre infectada, que no transmitié la infeccién a

sus hijos, present6 considerablemente menos migracion (161).

En los ensayos de infectividad en cultivos 2D y 3D, es relevante destacar que VD aumentd el
numero de parasitos por célula BeWo empleando el modelo 3D en comparacién con el 2D.

Esta diferencia puede deberse a factores del hospedero relacionados con la defensa
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placentaria (162) o al reconocimiento por parte de los pardsitos de moléculas especificas
presentes en el medio de cultivo, la matriz extracelular o la superficie de las células
trofoblasticas. Estos factores se desarrollan de manera mds representativa en cultivos 3D, ya
que imitan funciones in vivo, reproducen de forma mds precisa el entorno fisioldgico y la

microarquitectura de los tejidos, proporcionando un entorno similar al de las infecciones

naturales (108, 109, 110).
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Conclusiones
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En base a los resultados obtenidos durante esta Tesis es posible concluir que:

1. Se caracterizé la infeccidén por T. cruzi en diferentes modelos in vitro, enfocados en la

transmision congénita:

a)

b)

Cultivos bidimensionales:

Se destaco la importancia de trabajar con cultivos libres de micoplasma en los ensayos de
infeccién, ya que esto asegura la fiabilidad y validez de los experimentos, lo cual es
esencial para obtener conclusiones cientificas precisas y reproducibles.

Se observd que la diferenciacién de los epimastigotes a tripomastigotes, utilizando
distintas lineas celulares, es un proceso complejo influenciado por multiples factores que
afectan tanto la eficiencia de la invasiéon como el tiempo requerido para su
diferenciacion.

Se evidencié que la cepa VD, proveniente de un caso congénito, mostré una menor
infectividad en la linea de trofoblastos humanos en comparacion con las lineas epiteliales
HeLa y Vero, ademds de presentar un menor tropismo por trofoblastos en comparacién

con la cepa K98, derivada de un caso no congénito.

Cultivos Tridimensionales:

Se estandarizé el cultivo tridimensional de esferoides de tipo large y small de lineas
celulares trofoblasticas humanas empleando el sistema MicroTissues® 3D Petri Dish® de
Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO).

Se desarrollé6 un modelo atil para estudiar la infeccién por T. cruzi dado que resultd
permeable a la infeccién por parasitos pertenecientes a diferentes UDTs y de diferentes
origenes.

Se observd un incremento en la infectividad de la cepa VD, aislada de un caso congénito,
en comparacién con el modelo 2D, asi como una distribucién mds generalizada de los
pardsitos a lo largo de todo el esferoide. En contraste, la cepa K98 mostré una

distribuciéon mas limitada, restringiéndose principalmente a la superficie del esferoide.

2. A través de las optimizaciones de la PCR en tiempo real, se ha logrado cuantificar carga

parasitaria en cepas pertenecientes a distintas unidades discretas de tipificacién en ambos

modelos de cultivo in vitro.

e 2D: Se aprecidé una mayor carga parasitaria en células BeWo para K98-GFP y VD-wt en

comparacion con las HeLa.
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e 3D: Se obtuvo una mayor carga parasitaria en esferoides de células BeWo empleando
VD-wt que el clon K98-GFP.
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Anexo
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Ensayos de infeccion en monocapa

Células totales | Células Infectadas Porcentaje de Media #+ Desviacién
infeccién (%) estandar (%)
Cubreobjeto 1 524 260 49,62 +3,44
Cubreobjeto 2 515 284 55,15
Cubreobjeto 3 596 291 48,83
Total 1635 835 -

Tabla A1. Numero de células totales, células infectadas y porcentaje de infeccién en cada cubreobjeto para

la linea celular BeWo infectada con K98-GFP. El porcentaje de infeccién se informé empleando la media
junto a su desvio estindar.

Células totales

Células Infectadas

Porcentaje de

infeccién (%)

Media + Desviacién

estandar (%)

+0,18

Cubreobjeto 1 576 22 3,82

Cubreobjeto 2 546 22 4,03

Cubreobjeto 3 654 24 3,67
Total 1776 68 -

Tabla A2. Numero de células totales, células infectadasy porcentaje de infeccién en cada cubreobjeto para

la linea celular BeWo infectada con VD-wt. El porcentaje de infeccidén se informé empleando la media
junto a su desvio estindar.

Hela Células totales | Células Infectadas Porcentaje de Media + Desviacién
K98-GFP infeccién (%) estandar (%)
Cubreobjeto 1 563 95 16,87 16,69 + 0,88
Cubreobjeto 2 642, 101 15,73
Cubreobjeto 3 527 92, 17,46
Total 1732 288 -

Tabla A3. Numero de células totales, células infectadas y porcentaje de infeccién en cada cubreobjeto para

la linea celular HeLa infectada con K98-GFP. El porcentaje de infeccién se informé empleando la media

junto a su desvio estandar.
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Media + Desviacién
estandar (%)

HeLa Células totales | Células Infectadas| Porcentaje de
VD-wt infeccién (%)
Cubreobjeto 1 815 56 6,87
Cubreobjeto 2 798 66 8,27
Cubreobjeto 3 658 47 7,14
Total 2271 169 -

7,43 10,74

Tabla A4. Numero de células totales, células infectadas y porcentaje de infeccién en cada cubreobjeto

para la linea celular HeLa infectada con VD-wt. El porcentaje de infeccion se informé empleando la

media junto a su desvio estandar.

Media + Desviacién

estandar (%)

Vero Células totales | Células Infectadas| Porcentaje de
K98-GFP infeccién (%)
Cubreobjeto 1 583 191 32,76
Cubreobjeto 2 743 189 25,44
Cubreobjeto 3 688 179 26,02
Total 2014 559 -

28,07 + 4,072

Tabla As. Numero de células totales, células infectadas y porcentaje de infeccién en cada cubreobjeto

para la linea celular Vero infectada con K98-GFP. El porcentaje de infeccién se informé empleando la

media junto a su desvio estandar.

Media + Desviacién
estandar (%)

Vero Células totales | Células Infectadas| Porcentaje de
VD-wt infeccién (%)
Cubreobjeto 1 818 154 18,83
Cubreobjeto 2 956 151 15,79
Cubreobjeto 3 599 102 17,03
Total 2373 407 -

17,22 +1,52

Tabla Aé6. Numero de células totales, células infectadas y porcentaje de infeccidén en cada cubreobjeto

para la linea celular Vero infectada con VD-wt. El porcentaje de infeccion se informé empleando la

media junto a su desvio estandar.
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Cuantificacion de carga parasitaria por PCR cuantitativa en tiempo real

K98-GFP Niamero de Desviacién HeLa Ntmero de Desviacién | Carga Parasitaria Media +
parasitos estandar células estandar (Parasitos/ Desviacién
célula) estandar
(Parasitos/
célula)
Muestra 1 34899,91 3186,19 Muestra 1 29620,93 5731,27 1,18 0,77+ 0,35
Muestra 2 19082,43 6142,55 Muestra 2 30988,71 4362,7 0,62
Muestra 3 11914,19 28,62 Muestra 3 22558,36 5930,05 0,53

Tabla A7: Valores de concentracién de células HeLa y K98-GFP en las 3 muestras, junto con la carga

parasitaria y su desviacion estindar.

VD-wt Nimero de Desviacién HeLa Ntmero de Desviacidén | Carga Parasitaria Media +
parasitos estandar células estindar (Parasitos/ Desviacién
célula) estandar
(Parasitos/
célula)
Muestra 1 18522,48 546,16 Muestra 1 626666,88 12897 0,030 0,033 +
0,0044
Muestra 2 2.0275,56 2416,41 Muestra 2. 531450 19765,52 0,038
Muestra 3 19156,12 767,7 Muestra 3 597664,64 5282,17 0,032

Tabla A8: Valores de concentracién de células HeLa y VD-wt en las 3 muestras, junto con la carga

parasitaria y su desviacion estindar.

Cultivo de células BeWo en 3D

Esferoides Large Area Radio | Didmetro | Media + Desviacién
(pm) (pm) | tedrico Estindar (pm)
(pm)
1 98.199,92 | 176,80 353,60 341,30 + 24,52
2 120.887,20 | 196,16 392,32
3 100.711,43 | 179,05 358,09
4 86.772,57 166,19 332,39
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5 85.433,10 | 164,91 329,81
6 88.028,32 | 167,39 334,79
7 88.739,91 | 168,07 336,14
8 85.705,18 165,17 330,34
9 72.708,13 | 152,13 304,26

Tabla A9. Valores obtenidos de drea, radio, didmetro tedrico y desviacién estandar de los esferoides
large.

Esferoides Small Area Radio | Didmetro | Media + Desviacién
(pm) (pm) | tedrico Estandar (pm)

(pm)

1 18.968,81 | 77,70 155,41 163,28 + 6,98

2 19.266,66 | 78,31 156,62

3 19.033,97 77,84 155,68

4 21.723,85 | 83,16 166,31

5 21.900,70 | 83,49 166,99

6 23.389,91 | 86,29 172,57

7 21.975,16 | 83,64 167,27

8 19.443,50 78,67 157,34

9 23.064,14 | 85,68 171,37

Tabla A1o. Valores obtenidos de area, radio, didmetro tedrico y desviacién estindar de los esferoides

small.
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