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III.- RESUMEN 

La enfermedad de Chagas (EC) es causada por el parásito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y puede ser 

transmitida congénitamente. Estimaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS) indican que 

más de 1 millón de mujeres en edad fértil están infectadas con el parásito en América Latina y que entre 

el 20-25% de los casos nuevos de EC son congénitos. Interesantemente, sólo un porcentaje de las madres 

infectadas transmiten el parásito a sus fetos, sugiriendo que la placenta posee mecanismos de defensa 

antiparasitarios tales como el recambio epitelial de trofoblasto. El trofoblasto es un epitelio de 

revestimiento en directo contacto con la sangre materna, siendo el primer tejido de la barrera placentaria, 

compuesta además por el estroma vellositario y los capilares fetales; que debe superar el parásito para 

infectar al feto. El recambio epitelial del trofoblasto implica una orquestación precisa de diferentes 

procesos celulares tales como proliferación, diferenciación y muerte celular. T. cruzi induce todos éstos 

en el trofoblasto, lo que implica un profundo cambio en la expresión génica de este epitelio.  

La expresión génica está regulada, entre otros, postranscripcionalmente por miARNs que reprimen 

ARNm. Una de las regiones genómicas que codifican a miARNs, es el clúster C19MC que es placenta-

específico. Entre los miARNs codificados por C19MC están miR-512-3p y miR-515-5p que regulan la 

diferenciación y muerte celular en el trofoblasto y que según resultados previos son modulados por T. 

cruzi durante la infección ex vivo de explantes de placenta humana (EPH). Sin embargo, no se han 

estudiado la localización de estos miARNs en EPH.  

Se propuso la siguiente Hipótesis: T. cruzi aumenta y disminuye, respectivamente, en el 

trofoblasto los niveles de expresión de miR-512-3p y de miR-515-5p durante la infección ex vivo de 

EPH. Los objetivos específicos asociados son: Determinar en EPH infectados ex vivo con 

tripomastigotes de T. cruzi i) los niveles de expresión de miR-512-3p y miR515-5p, y ii) la localización 

de miR-512-3p y miR515-5p mediante las técnicas de RT-qPCR e hibridación in situ cromogénica 

(HISC). El estudio de miARNs placentarios y modulados por el parásito permitirá tener un mayor 

conocimiento sobre la fisiopatología de la transmisión congénita de T. cruzi, identificar posibles 

herramientas diagnósticas y terapéuticas de la EC congénita. Resultados: La infección con T. cruzi 

aumenta y disminuye los niveles de expresión en el trofoblasto de los miR-512-3p y miR-515-5p, 

respectivamente, durante la infección ex vivo en EPH Conclusión: La infección con T. cruzi modula la 

expresión de los niveles de los miARNs miR-512-3p y miR-515-5p en el trofoblasto. Sin embargo, aún 

no se ha determinado el mecanismo que regula este fenómeno. 

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, transmisión congénita, miARNs, hibridación in situ. 
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1. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO DEL PROBLEMA 

1.1. Epidemiología 

La enfermedad de Chagas (EC), también conocida como Tripanosomiasis Americana, es causada 

por el parásito protozoario Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (T. cruzi) (Chagas, 1909) (Monge-

Maillo & López-Vélez, 2017; Pérez-Molina & Molina, 2018). Es considerada por la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) como una de las enfermedades tropicales más desatendidas (WHO, 2020). 

Afecta entre 6 y 7 millones de personas en el continente americano, extendiéndose desde Estados Unidos 

hasta Argentina y Chile (Bern et al., 2019; WHO, 2020). Así, en países endémicos se calcula que ocurren 

24.000 nuevos casos por año y aproximadamente 12.000 muertes por año. Además, se estima que, 

mundialmente, entre 65 a 100 millones de personas viven en zonas de riesgo donde pueden contraer la 

infección (Lidani et al., 2019). 

La EC constituye un problema de salud pública creciente en América Latina y en áreas no endémicas 

como Canadá, Estados Unidos, Europa, Australia y Japón (Bern et al., 2019; Medina et al., 2018; Monge-

Maillo & López-Vélez, 2017; Rassi et al., 2010) debido a la constante migración de individuos desde las 

áreas endémicas y las formas de transmisión no vectoriales (Bern et al., 2019; Lidani et al., 2019; 

Schmunis, 2007). 

 

1.2. Ciclo biológico de T. cruzi 

El ciclo biológico del parásito incluye tres estadíos morfológicos principales caracterizados por las 

posiciones relativas del flagelo, el kinetoplasto y el núcleo (Figura 1.) (De Souza & Barrias, 2020; Zuma 

et al., 2020):  

1) Tripomastigote: Corresponde a la forma celular infectiva y no replicativa; mide 

aproximadamente 20 micrómetros (µm) de longitud, es fusiforme, posee un flagelo emergente y un 

kinetoplasto subterminal. 

2) Epimastigote: Corresponde a la forma celular replicativa extracelular que también mide 20µm 

de longitud y es fusiforme con un flagelo emergente. Sin embargo, a diferencia de la forma 

tripomastigote, el kinetoplasto se localiza anterior al núcleo. 

3) Amastigote: Corresponde a la forma celular replicativa intracelular; mide aproximadamente 2µm 

de diámetro, es redondo y el flagelo no es emergente. 

Además de estos estadíos morfológicos bien definidos y caracterizados de T. cruzi, también se 

observan formas celulares intermedias (Gonçalves et al., 2018; Kollien & Schaub, 2000; Zuma et al., 

2020). Así, teniendo en cuenta las principales etapas intermedias, se pueden clasificar más de 18 formas 
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diferentes dentro del insecto vector (delimitadas con números romanos del I-XVIII) (Chagas, 1909; 

Kollien & Schaub, 2000). 

 El ciclo biológico de T. cruzi es digenético e involucra un insecto vector y un hospedador mamífero 

(Figura 2). En este ciclo, un insecto vector de tipo triatomino hematófago (Hemiptera, Reduvidae, 

Triatominae) de los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus (Lidani et al., 2017) se alimenta de un 

hospedador mamífero infectado e ingiere junto con su sangre el parásito en forma tripomastigote. En el 

intestino anterior del insecto, el tripomastigote se diferencia a epimastigote, y se multiplica. En la porción 

distal del intestino del insecto, aproximadamente 10 días después, el epimastigote se diferencia a 

tripomastigote metacíclico. Los tripomastigotes metacíclicos son expulsados desde la ampolla rectal al 

exterior junto con las deyecciones postprandiales del insecto durante y después de la ingesta de sangre. 

Así, el parásito, aprovechando las disrupciones en la piel o a través de las mucosas, penetra en el 

hospedador mamífero (Pearson, 2020; Tyler & Engman, 2001). En el mamífero, el parásito invade una 

variedad de células del tejido local donde se diferencia en amastigotes y como tal se multiplica varias 

Figura 1. Formas morfológicas de Trypanosoma cruzi. Panel superior: A) Forma epimastigote en cultivo 

axénico (Tinción con Giemsa); barra de aumento 10µm. B) Forma tripomastigote en frotis de sangre periférica (Tinción con 

Giemsa); barra de aumento 5µm. C) Nido de amastigotes en un cardiomiocito (Tinción con hematoxilina-eosina); barra de 

aumento 5µm. (Bern et al., 2019). Panel inferior: Formas morfológicas de T. cruzi: D) Forma epimastigote. E) Forma 

tripomastigote. F) Forma amastigote (Creación propia con BioRender.com basada en Chagas, 1909)). 
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veces. Posteriormente los amastigotes se diferencian a tripomastigotes que lisan las células hospederas, 

entran a la circulación sanguínea para luego invadir a nuevas células y tejidos diana, extendiéndose de 

esta forma la infección a través de todo el organismo (Altcheh et al., 2003). Significativamente, estos 

cambios en la morfología y el metabolismo implican cambios en la expresión génica del parásito durante 

su ciclo biológico (De Souza & Barrias, 2020). 

1.3. Clasificación de T. cruzi en Unidades Discretas de Tipificación (DTUs) 

Actualmente se clasifica a T. cruzi en siete linajes o unidades discretas de tipificación (por sus siglas 

en inglés “Discreet Typing Units, DTU”): TcI-VI siendo añadida hace poco TcBat, asociada a 

murciélagos (Kemmerling et al., 2019; Muñoz et al., 2013; Padilla et al., 2017; Zingales et al., 2012). 

Figura 2. Ciclo biológico de T. cruzi (vía vectorial): (1) Picadura del vector e ingesta de tripomastigotes sanguíneos 

desde un hospedador vertebrado (mamífero) infectado. (2) Tripomastigotes ingeridos se diferencian en el intestino del insecto 

a epimastigotes e inician el proceso de división celular, posteriormente éstos se diferencian a tripomastigotes metacíclicos. (3) 

Las deyecciones del parásito contienen tripomastigotes metacíclicos que son depositados sobre piel o mucosas del hospedador. 

(4) Los tripomastigotes son internalizados por la célula huésped, (5) en la cual los tripomastigotes se diferencian a amastigotes. 

La forma amastigote se multiplica en el citoplasma y luego se (6) diferencian a tripomastigotes los cuales (7) lisan a la célula. 

Finalmente, (8) los tripomastigotes pueden infectar otras células (Creación propia con BioRender.com basada en De Souza & 

Barrias, 2020). 
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Las DTUs son definidas como un "conjunto de stocks que están genéticamente más próximos entre sí 

que con cualquier otro stock y son identificables por marcadores moleculares, genéticos, bioquímicos o 

inmunológicos” (Tibayrenc, 1998, 2003). Cada DTU presenta diferentes características basadas en su 

distribución geográfica, manifestaciones clínicas de la enfermedad y asociaciones epidemiológicas 

(Padilla et al., 2017). 

 

1.4. Vías de transmisión 

Además del contagio vía vectorial existen otras vías de transmisión que incluyen: transfusión de 

sangre (Diaz & Brener, 1984), trasplantes de órganos (Vazquez et al., 1996), consumo de alimentos 

contaminados (Cardoso et al., 2006; Shikanai-Yasuda et al., 1991), accidentes de laboratorio (Hofflin et 

al., 1987), transmisión sexual (Amato Neto et al., 2000) y congénita (de madre a hijo) (Dao, 1949; Fretes 

et al., 2012; Kemmerling et al., 2019; Liempi et al., 2020). 

 

1.5. Aspectos clínicos de la enfermedad de Chagas 

La EC presenta dos fases clínicas, una aguda y otra crónica. La fase aguda generalmente es 

asintomática, pero en algunas ocasiones puede presentarse una lesión cutánea (chagoma) o edema 

bipalpebral (signo de Romaña) dependiendo del sitio de entrada del parásito, junto con linfadenopatía 

local y un cuadro febril autolimitante. Otros síntomas inespecíficos incluyen, cefalea, dolor muscular, 

disnea, edema, dolor abdominal, tos, hepatoesplenomegalia, esplenomegalia, entre otros. Sin embargo, 

se observa mortalidad como consecuencia a una severa miocarditis, meningoencefalitis o ambas en el 5 

y 10% de los casos (WHO, 2015, 2020). 

La fase crónica a su vez se divide en indeterminada y sintomática. La fase crónica indeterminada es 

un período de infección latente, con baja parasitemia, sin sintomatología clínica evidente y resultados 

serológicos o xenodiagnósticos positivos; puede perdurar indefinidamente en el tiempo o progresar hacia 

la fase crónica sintomática incluso 10 o 15 años post-infección. La fase crónica sintomática se desarrolla 

en aproximadamente un 30% de los pacientes, en los cuales se presentan cardiomiopatías tales como 

arritmias y disfunción cardíaca. También se pueden producir desórdenes gastrointestinales como 

megaesófago y megacolon, que se caracterizan por fallas en la motilidad (Rassi et al., 2010; Tustin & 

Bowman, 2016). En esta fase los parásitos son difícilmente detectables en circulación (Muñoz-Saravia 

et al., 2010; Rassi et al., 2010). 

La EC congénita se considera como una infección aguda en los recién nacidos. La mayoría de los 

infantes son asintomáticos o presentan sintomatología leve; sólo un porcentaje bajo (menor al 12%) 

presenta sintomatología severa o incluso la muerte (Bern et al., 2019). Sin embargo, a largo plazo los 
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recién nacidos asintomáticos que no han recibido tratamiento médico pueden desarrollar enfermedades 

cardíacas severa en el transcurso de sus vidas (Buekens et al., 2008; Cofré et al., 2016). Por otra parte, 

las mujeres que reciben terapia antichagásica antes de la concepción son significativamente menos 

propensas a transmitir el parásito a sus hijos (Livingston et al., 2021; Murcia et al., 2012; Suárez et al., 

2022), un estudio realizado en Argentina durante el 2017 demostró que en las mujeres seropositivas para 

la EC tratadas con Benznidazol disminuyó la prevalencia de recién nacidos infectados vía congénita en 

contraparte con mujeres no tratadas (Álvarez et al., 2017). 

 

1.6. Tratamiento 

Actualmente, sólo dos drogas nitro heterocíclicas están disponibles como tratamiento contra la EC, 

Nifurtimox (NFX) y Benznidazol (BZN).  

El BZN requiere de las enzimas metabólicas del parásito para estar en su forma activa. Así, los 

metabolitos activos actúan mediante múltiples mecanismos, incluyendo la interrupción de las vías de la 

síntesis de las moléculas antioxidantes glutatión y tripanotión (Müller Kratz et al., 2018). Por otra parte, 

NFX también actúa mediante diversos mecanismos, incluyendo la alteración del metabolismo de 

carbohidratos de T. cruzi a través de la inhibición de la síntesis del ácido pirúvico (Bern et al., 2019).  

Lamentablemente, la eficacia de BZN y NFX dista mucho de ser óptima para pacientes infectados 

crónicamente puesto que presentan una alta incidencia de reacciones adversas (Jackson et al., 2020) y 

son teratogénicos (Rojo et al., 2014; Sales et al., 2017). Actualmente no existe ninguna vacuna disponible 

para prevenir la infección por T. cruzi u otro tratamiento para la EC (Bern et al., 2019; Sales et al., 2017). 

 

1.7. Transmisión congénita 

En los últimos años la transmisión congénita ha ganado importancia epidemiológica en países 

endémicos y no endémicos. A pesar de que sus tasas de transmisión son bajas (4 a 7 %) (Carlier & 

Torrico, 2010; Pérez-Molina & Molina, 2018), constituye una de las rutas de transmisión parcialmente 

responsables de la globalización de la enfermedad. Más aún, si se interrumpiera totalmente la transmisión 

vectorial, la transmisión por vía congénita continuaría siendo un problema de salud pública hasta que las 

mujeres infectadas en período de gestación disminuyan proporcionalmente. Por lo que se estima que 

seguirán apareciendo casos de EC congénita por más de treinta años (Pérez-Aguilar et al., 2012). 

Actualmente, los casos de transmisión congénita representan entre el 22 al 25 % de los casos nuevos por 

año (Picado et al., 2018; Stillwaggon et al., 2018). 

La mayoría de las mujeres infectadas y en edad gestacional adquirieron la infección durante la 

infancia. Según estimaciones de la OMS, 1.125.000 mujeres en edad fértil están infectadas con T. cruzi 
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en América Latina, con una incidencia de infección congénita de alrededor de 9.000 casos por año y 

cientos de casos en Estados Unidos y Europa (WHO, 2015). Es importante destacar que la transmisión 

materno-fetal de T. cruzi puede repetirse en cada embarazo y observarse de una generación a otra, de 

esta manera la transmisión puede extenderse fácilmente en el tiempo (Messenger et al., 2017). 

La probabilidad de transmisión congénita depende de factores propios del parásito (virulencia, cepa, 

parasitemia, entre otros), del sistema inmunitario materno como fetal en desarrollo y de la placenta 

(Castillo, Medina, et al., 2017; Duaso et al., 2010; Fretes & Kemmerling, 2012; Kemmerling et al., 2019; 

Liempi et al., 2016; Medina et al., 2020, 2022; Sturm et al., 2003).  

 

1.8. Respuesta inmunitaria materna y fetal en desarrollo 

Durante el embarazo, el sistema inmunitario materno se caracteriza por un reforzamiento del 

reconocimiento celular y molecular, comunicación y reparación; siendo capaz de enviar señales alarma 

para mantener el bienestar de la madre y el feto (Mor et al., 2017; Mor & Cardenas, 2010). Por otro lado, 

el feto presenta un sistema inmunitario activo en desarrollo que modificará la forma en que la madre 

responde al medio ambiente, proporcionando una singularidad de las respuestas defensivas durante el 

embarazo (Mor & Cardenas, 2010). El éxito del embarazo en mamíferos depende del establecimiento y 

mantenimiento de una interfaz materno-fetal adecuada y de la tolerancia inmunitaria materna hacia el 

feto semi-alogénico (Bidarimath et al., 2014). Así, durante el embarazo el útero sufre cambios en su 

entorno celular y molecular para sustentar la implantación del embrión y mantener la supervivencia fetal 

(Moffett & Loke, 2006). Esto se ve facilitado por una interacción coordinada entre dos órganos distintos: 

el endometrio y la placenta (Bidarimath et al., 2014; Moffett & Loke, 2006). 

 

1.9. Placenta 

La placenta es un órgano temporal que separa los compartimientos maternos y fetales durante el 

embarazo (Arora et al., 2017); es la encargada del intercambio metabólico y síntesis de hormonas 

fundamentales para el feto, asegurando su crecimiento/desarrollo normal y apoyando los cambios 

relacionados con el embarazo en los sistemas fisiológicos maternos (Benirschke, 2012). A su vez, la 

placenta desempeña un papel crucial en la regulación tanto de las respuestas inmunitarias maternas como 

fetales y de las defensas inmunitarias innatas locales (Castillo, Medina, et al., 2017; Delorme-Axford et 

al., 2014; Liempi et al., 2016). Por ende, la placenta, se considera como un mediador inmunológico clave 

durante el embarazo, protegiendo al feto contra varios patógenos (Delorme-Axford et al., 2014; Mor et 

al., 2017).  
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La placenta se clasifica según el tipo de barrera placentaria que separa la sangre materna de la sangre 

fetal y el grado de invasión en el endometrio: en hemocorial (muy invasiva), endoteliocorial 

(moderadamente invasiva) y epiteliocorial (poco invasiva). Interesantemente, el tipo de barrera 

placentaria se ha correlacionado con la probabilidad de transmisión de patógenos, ya que éstos la deben 

atravesar para infectar al feto (Liempi et al., 2020). Así, la placenta humana clasifica como discoidal 

vellositaria hemocorial y está compuesta por una porción fetal desarrollada a partir del corión frondoso 

y una porción materna o decidua basal que se origina en el endometrio. La unidad morfofuncional básica 

corresponde a la vellosidad coriónica libre, en la cual se encuentra la barrera placentaria formada por el 

trofoblasto y el estroma vellositario que contiene los vasos fetales y láminas basales que sustentan a los 

distintos epitelios (trofoblasto y endotelio fetal). En este tipo de barrera la sangre materna está en contacto 

directo con el trofoblasto (Benirschke, 2012; Liempi et al., 2016, 2019), el mantenimiento de esta barrera 

anatómica depende en parte del recambio epitelial del trofoblasto (Kemmerling et al., 2019; Liempi et 

al., 2016).  
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Importantemente, células y tejidos de la placenta humana han sido ampliamente utilizados en 

estudios biomédicos (Fretes & Kemmerling, 2012; Turco et al., 2018) y ofrecen posibilidades únicas 

para estudiar las interacciones parásito-huésped. La placenta se obtiene fácilmente después del parto y 

ya no es necesaria para el recién nacido o la madre. A pesar de que hoy en día, ha sido imposible 

establecer modelos de laboratorio que asemejen las complejidades de este órgano, el uso de explantes de 

placenta humana (EPH) a partir de placentas de embarazos a término es una forma ampliamente utilizada 

y bien establecida de estudiar los mecanismos de interacción patógeno-hospedador (Castillo et al., 2018; 

Figura 3. Estructura esquemática de la placenta.  (A) La placenta está compuesta por una parte fetal y una 

parte materna. La parte materna se forma por la decidua que es parte del endometrio; la parte fetal está compuesta por la 

placa coriónico de la cual emergen las arborizaciones vellositarias. Miometrio, cordón umbilical, líquido amniótico no 

forman parte de la placenta. Barrera placentaria: Las unidades morfofuncionales, donde se encuentra la barrera placentaria 

son las vellosidades coriónicas (prolongaciones del árbol vellositario) formadas por el trofoblasto y estroma velloso (EV). 

La sangre materna entra a la placenta por las arterias espiraladas y se pone en contacto con el trofoblasto en el espacio 

intervellositaro (EVS). (B) El trofoblasto es un epitelio de revestimiento biestratificado compuesto por un estrato 

superficial no proliferativo (sincitiotrofoblasto (ST), y una capa germinal proliferativa, el citotrofoblasto (CT). Durante 

el recambio epitelial ocurre la muerte celular fisiológica en el trofoblasto que se manifiesta mediante la formación de 

nodos sinciciales apoptóticos, que se liberan en la sangre materna. El trofoblasto a su vez está conectado y separado del 

EV y de los capilares fetales por una lámina basal. El capilar fetal posee pericitos que lo envuelven para mantener su 

estructura, además de ayudar con el movimiento contráctil del capilar. (Creación propia con BioRender.com basada en 

Delorme-Axford et al., 2014; Kemmerling et al., 2019; A. Liempi et al., 2016). 
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Castillo, Medina, et al., 2017; Duaso et al., 2010; Fretes & Kemmerling, 2012; Kemmerling et al., 2010; 

Liempi et al., 2016; Lowe et al., 2018; Luján et al., 2004; Medina et al., 2020; Rojo et al., 2014). 

 

Se ha propuesto que la placenta posee mecanismos de defensas locales contra T. cruzi (Kemmerling 

et al., 2019; Liempi et al., 2014, 2016, 2019). 

 

1.10. Mecanismos de defensa placentárias anti-T. cruzi 

Hay varios hechos que indican que la placenta presenta una defensa efectiva contra T. cruzi:  

i) Las tasas de transmisión congénitas son bajas (Carlier et al., 2015; Carlier & Torrico, 2015).  

ii) Los nidos típicos de amastigotes, que son característicos en otros tejidos, no pueden observarse 

en placentas de madres con EC en fase crónica (Duaso et al., 2012) ni en EPH infectados ex vivo con el 

parásito (Duaso et al., 2010; Fretes et al., 2012; Luján et al., 2004). 

iii) Sólo unos pocos antígenos parasitarios y ADN se pueden identificar en el estroma vellositario 

de EPH (Duaso et al., 2010; Luján et al., 2004). 

iv)  Los EPH infectados ex vivo son menos susceptibles a la infección de T. cruzi en comparación 

con otras células de mamíferos, como el fibroblasto (Díaz-Luján et al., 2012). 

Respecto a los posibles mecanismos anti-T. cruzi de la placenta se ha demostrado uno de ellos es el 

recambio epitelial del trofoblasto vellositario. Este recambio epitelial se considera parte del sistema 

inmunitario innato ya que los patógenos, antes de la invasión celular, deben unirse a la superficie de las 

células. A medida que estas células se eliminan continuamente, los patógenos unidos se eliminan con 

ellos (Liempi et al., 2014, 2016). 

El trofoblasto es un epitelio biestratificado (Carrillo et al., 2016; Liempi et al., 2014, 2016) 

compuesto por el sincitiotrofoblasto superficial (ST) y el citotrofoblasto basal (CT) (Figura 3). El CT 

muestra propiedades proliferativas altas, mientras que el ST diferenciado pierde su capacidad generativa 

y ya no es capaz de proliferar. El ST es multinucleado, continuo y normalmente ininterrumpido, 

cubriendo todos los árboles vellositarios de la placenta humana (Benirschke, 2012). 

El recambio epitelial del trofoblasto implica una orquestación precisa de diferentes procesos 

celulares que incluyen la proliferación celular de la CT, la diferenciación celular (es decir, la fusión 

sincitial mediante la incorporación de células CT en el ST y la diferenciación de las células CT de fusión 

previa con el ST) y la muerte celular programada (Huppertz & Gauster, 2011; Mayhew, 2014) (Figura 

3). Cabe destacar que, T. cruzi induce todos los procesos celulares en EPH (Castillo et al., 2018; 

Kemmerling et al., 2017, 2019; Liempi et al., 2019; Medina et al., 2018).  
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La diferenciación celular del trofoblasto es uno de los procesos mejor estudiados e involucra a 

proteínas fusogénicas, proteasas y proteínas del citoesqueleto, así como también citoquinas, hormonas y 

factores de transcripción (Benirschke, 2012; Gauster et al., 2009). Entre los factores considerados como 

marcadores de diferenciación se destacan:  

a) Factor de transcripción hGCM-1 (“human glial cell missing homolog-1”): Es un factor de 

transcripción específico de la placenta, se ha demostrado que está directamente relacionado con el inicio 

de la fusión del trofoblasto, regulando la expresión de las sincitinas. Al mismo tiempo, la actividad del 

hGCM-1 sólo se inicia cuando una célula del CT ha abandonado el ciclo celular. Así, la actividad del 

hGCM-1 se correlaciona negativamente con la proliferación del trofoblasto (Baczyk et al., 2009). Se ha 

demostrado previamente que T. cruzi induce la expresión de hGCM-1 en EPH (Liempi et al., 2014).  

b) Caspasa-8: Es una proteasa cisteína-aspartato específica y tiene un rol crucial en la cascada de la 

apoptosis, actuando como iniciador. La activación inicial de la caspasa-8 tiene lugar en células del CT 

justo antes de la fusión, se mantiene activa durante un corto tiempo y luego se inactiva (Huppertz & 

Gauster, 2011). Una de las funciones asociadas a la caspasa-8 es la escisión de las proteínas del 

citoesqueleto, como la alfa-fodrina (Gauster et al., 2009). Por otra parte, la activación de la caspasa-8 

media la traslocación de la fosfatidilserina (FS) desde la cara interna a la cara externa de la membrana 

plasmática. La FS es el fosfolípido más abundante en la membrana plasmática que, en circunstancias 

normales, predomina en la cara interna de la célula (Daleke, 2007). La exposición de FS en la cara externa 

de la membrana plasmática no sólo se ha asociado al proceso de muerte celular tipo apoptosis sino 

también a la fusión celular (Gauster et al., 2009). La remodelación del citoesqueleto por parte de caspasas 

(inicialmente caspasa-8, luego caspasas efectoras 3, 6 ó 7) junto con la expresión de proteínas 

fusogénicas, causarían la formación de un poro de fusión entre el CT y el ST suprayacente. A partir de 

esto, los componentes celulares del CT como el núcleo, organelos y las proteínas citoplasmáticas, son 

incorporadas al ST. La caspasa-8 activa también es modulada por c-FLIP (proteína inhibidora de FLICE). 

Este inhibidor está presente en dos variantes y actúa directamente sobre la caspasa-8, induciendo la 

activación o inhibición de esta (D. W. Chang et al., 2002). Por lo tanto, en el ST la caspasa-8 disminuye 

su actividad después de la fusión sincicial por acción de Bcl-2 (Linfoma de células B) y c-FLIP. El 

parásito activa e induce la actividad enzimática de caspasa 8 en una línea celular de trofoblasto, más aún 

la inhibición de la enzima aumenta la infección parasitaria (Liempi et al., 2016; Medina et al., 2020). 

c) Proteínas de la familia de las sincitinas, que son codificadas por genes fusogénicos de retrovirus 

endógenos humanos (HERV), como lo son la sincitina-1 la cual es codificada por el gen HERV-W y la 

sincitina-2 por el gen HERV-FRD (Dupressoir et al., 2012; Mi et al., 2000; Wang et al., 2018). 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

14 

 

d) Marcadores bioquímicos: como la producción de la hormona gonadotropina coriónica humana 

(hCG) que ocurre únicamente en el ST. La hCG es una glicoproteína compuesta de una subunidad alfa 

(α-hCG) (común en las gonadotropinas secretadas en la pituitaria, tales como la hormona luteinizante 

(LH), la hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona estimulante de la tiroides (TSH)) y la 

subunidad beta (β-HCG) la que confiere la especificidad biológica a esta hormona (Handschuh et al., 

2007). La manutención del embarazo durante el primer trimestre depende de la síntesis de la hCG que 

impide la regresión del cuerpo lúteo, lo que permite el mantenimiento de la secreción de progesterona 

ovárica. La hCG aumenta su propia síntesis en una forma autocrina mediante la inducción de la formación 

de ST a través del receptor de la hormona luteinizante/coriogonadotropina (LHCGR) y la proteína cinasa 

A (PKA) dependiente de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) (Cronier, 1998). La secreción de hCG y 

de lactógeno placentario (hPL) son los principales marcadores bioquímicos de la diferenciación de 

trofoblasto in vitro.  

En particular, todas estas respuestas celulares y tisulares implican profundos cambios en la expresión 

génica. 

 

1.11. MicroARNs 

La expresión génica en el hospedador es regulada tanto a nivel transcripcional como 

postranscripcional. Particularmente los ARNs no codificantes (ncARNs), entre ellos los microARNs 

(miARNs), regulan la expresión de genes al nivel postranscripcional (Laugier et al., 2020) mediante la 

represión de los ARN mensajeros (ARNm) (Bartel, 2004, 2009; de la Fuente Jiménez et al., 2020; Liu et 

al., 2018).  

Los miARNs son pequeñas moléculas de ARN monocatenario no codificante de aproximadamente 

22 nucleótidos (nt) de largo. Los miARNs regulan la expresión de más del 60% de los genes 

fundamentales involucrados en procesos biológicos claves, incluyendo desarrollo, proliferación celular, 

diferenciación, muerte celular (incluyendo la apoptosis), metabolismo y respuesta inmunitaria (Paul et 

al., 2020; Salehi & Sharifi, 2018; Zheng et al., 2013). Durante el embarazo, los miARNs participan en 

procesos esenciales para la regulación de la implantación del embrión, placentación, desarrollo fetal y 

adaptación materna. De hecho, la desregulación de los miARNs durante la gestación se asocia a 

complicaciones tales como parte prematuro (Liu et al., 2018). 

Los miARNs reprimen los ARNm de manera secuencia-específica mediante uno de los siguientes 

mecanismos: i) a través del proceso de degradación del ARNm o ii) a través de la inhibición de la 

traducción de ARNm (Hayder et al., 2018; Ojha et al., 2016; Salehi & Sharifi, 2018). 
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Alrededor del 70% de los precursores de miARN se localizan dentro de los intrones o exones de 

genes de codificación de proteínas; el otro 30% de ellos se encuentran en las áreas intergénicas (Hayder 

et al., 2018; Salehi & Sharifi, 2018). 

 

1.12. Síntesis de miARNs 

La mayoría de los genes que codifican para miARN son expresados bajo el control de sus propios 

promotores y secuencias regulatorias. Por otra parte, otros se agrupan en clústers y pueden ser co-

regulados entre ellos mismos, pudiendo sus productos génicos colaborar aditivamente para regular un set 

de ARNm (Ambros, 2004). Dichos clústeres se encuentran altamente conservados entre especies (Altuvia 

et al., 2005). Por lo tanto, diferentes miARNs pueden actuar sobre el mismo ARNm y distintos ARNm 

pueden ser regulados por un mismo miARN, todo esto asociado al patrón de complementariedad entre 

los mismos (Prieto & Markert, 2011). 

La transcripción de los miARNs es mediada por la ARN polimerasa II, generándose pri-miARNs 

que poseen una longitud mayor de 1kb y que adoptan una estructura de doble hebra por 

complementariedad de bases. Los pri-miARNs son procesados por el complejo microprocesador", que 

incluye la endonucleasa ARNasa III Drosha, la proteína de unión de ARN de doble hebra (“dsRNA-

binding protein”) y la proteína DGCR8 (“DiGeorge syndrome critical region gene 8”), para dar origen a 

los pre-miARNs de 60-70 nt de longitud, doble hebra y con forma de bucle. Los pre-miARNs son 

exportados desde el núcleo al citoplasma a través de la Exportina-5 (XPO5). En el citoplasma los pre-

miARNs son procesados por la ribonucleasa Dicer que inicia la formación del complejo RISC (“RNA-

induced silencing complex”). Primero se forma una doble estructura compuesta por dos hebras de 

miARN que luego se desensambla formando dos hebras individuales de miARN maduro. El miARN 

maduro se une a la proteína Argonauta 2 (Ago2) que forma parte del complejo RISC (Bidarimath et al., 

2014; Gregory et al., 2004; Krol et al., 2010). La unión de los miARN con los ARNm (según 

complementariedad parcial o total) conduce a la regulación de su expresión ya sea por degradación del 

ARNm o inhibiendo su traducción (Paul et al., 2020; Rojas-pirela et al., 2022; Treiber et al., 2019).  

 

 

1.13. Regulación de la expresión génica mediante miARNs 

El mecanismo de represión mediado por los miARNs depende de la interacción entre los miARN y 

los ARNm, la cual ocurre por medio del apareamiento complementario de bases en secuencias consenso 

(2-7 nucleótidos) que se encuentran en el miARN y en el 3'UTR del ARNm (Bartel, 2009). Sin embargo, 

en casos excepcionales también pueden asociarse a la región codificante o al 5'UTR (Cleys et al., 2014). 
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Si el apareamiento es extenso la cascada culmina en la ruptura del ARNm por medio de Dicer y su 

exposición a exonucleasas, mientras que si el apareamiento es incompleto se produce la represión 

traduccional del ARNm (Cheng et al., 2005) mediante la desestabilización del ARNm y transferencia del 

ARNm hacia los cuerpos de tratamiento (P-bodies) donde el ARNm es degradado. 

 

1.14. miARNs como herramientas diagnósticas 

Los miARNs se consideran potenciales herramientas diagnósticas y de pronóstico prometedoras, así 

como blancos terapéuticos para diferentes patologías, incluyendo cáncer e infecciones (Salehi & Sharifi, 

2018), ya que: 

i) Los cambios en la expresión de miARNs en patologías son detectables en fluidos biológicos 

(Obad et al., 2011; Sadovsky et al., 2015).  

ii) La expresión de estas moléculas es tejido-específica (Lu et al., 2005; Sadovsky et al., 2015). Los 

miARNs son estables en tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina (Li et al., 2007). 

iii) Los miARNs se pueden modular de múltiples maneras, ya sea a nivel de biogénesis o ajustando 

su modo de acción. Además, actualmente se estudian y desarrollan diferentes sistemas de entrega de 

miARN (como sistemas de entrega biomimética y nanopartículas sintéticas) (Anthiya et al., 2018). 

iv) Los miARNs pueden administrarse in vivo y aparentemente carecen de eventos adversos cuando 

se administran por vía intravenosa (Obad et al., 2011; Sadovsky et al., 2015). 

 

1.15. miARNs y T. cruzi 

T. cruzi no posee ARNs pequeños canónicos, como miARNs y ARNs interferentes (Fernandez-

Calero et al., 2015; Franzén et al., 2011). Este hecho permite estudiar a los miARNs humanos placenta 

especifico inducidos por infección por T. cruzi, asegurando que los posibles cambios en los miARNs 

corresponden al hospedador. 

Por otra parte, se ha descrito ampliamente que T. cruzi induce cambios en la expresión de miARNs 

en el hospedador (Ferreira et al., 2014; Laugier et al., 2020; Zheng et al., 2013), incluido en la placenta 

humana (Medina et al., 2020). 

 

1.16. microARNs en placenta 

En humano, el clúster más grande de miARN está codificado en el cromosoma 19 (C19MC) 

(19q13.41) que se expresa casi exclusivamente en la placenta (Bortolin-Cavaille et al., 2009; Donker et 

al., 2012; Sadovsky et al., 2015), y particularmente en el trofoblasto (Bounds et al., 2017; Sadovsky et 

al., 2015). Los miARNs derivados, así como no derivados del C19MC se han asociado con el desarrollo 
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placentario (Bounds et al., 2017; Hayder et al., 2018) y con diversas patologías del embarazo como la 

preeclampsia y la restricción del crecimiento intrauterino, además de infecciones (Hayder et al., 2018; 

Hromadnikova et al., 2015; Sadovsky et al., 2015). Particularmente los miARNs derivados del C19MC 

se han implicado en la regulación de la proliferación celular, la diferenciación y la muerte celular en el 

trofoblasto (Mouillet et al., 2014, 2015).  

El C19MC mide aproximadamente ∼100 kb y comprende 46 genes de impronta paterna que generan 

a 58 miARNs maduros (Apicella et al., 2019). La expresión de éstos está controlada por la metilación en 

la región promotora rica en CpG aguas arriba a 17,6 kb de C19MC y aumenta notablemente en el 

trofoblasto de placenta desde el primer hasta el tercer trimestre (Hromadnikova et al., 2019). Los miARN 

que se expresan en el trofoblasto también se conocen como “trofomiRs” y alguno de éstos confieren 

resistencia a la infección viral en tipos de células no placentarias (Bayer et al., 2015; Delorme-Axford et 

al., 2014). 

Particularmente miR-512-3p y miR-515-5p son dos trofomiRs que regulan el recambio epitelial del 

trofoblasto, por ende, son moléculas interesantes para estudiar en la interacción T. cruzi-placenta. 

 

1.17. miR-512-3p 

miR-512-3p (Secuencia: AAGUGCUGUCAUAGCUGAGGUC) confiere resistencia al virus de la 

estomatitis vesicular en células receptoras no placentarias (Delorme-Axford et al., 2013) y promueve el 

recambio del trofoblasto. Así, este miARN reprime el inhibidor de la caspasa 8, c-FLIP; en consecuencia, 

aumenta la actividad de la caspasa 8 (Chen et al., 2010).  

Como se describió anteriormente, la caspasa 8 regula la diferenciación trofoblasto y la muerte celular 

apoptótica, ambos procesos son inducidos por T. cruzi (Carrillo et al., 2016; Liempi et al., 2014, 2016). 
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De hecho, resultados previos indican que el parásito aumenta la expresión de este miARN en EPH  

(Figura 4) (Medina et al., 2022). 

 

1.18. miR-515-5p 

miR-515-5p (Secuencia: UUCUCCAAAAGAAAGCACUUUCUG) se relaciona con la 

inhibición de la diferenciación trofoblasto, ya que reprime directamente los genes aromatasa P450 

(hCYP19A1), Frizzled 5 (Fzd5) y al factor de transcripción hGCM1. Este último media, como se 

describió más arriba, la expresión de la hCG y de la sincitina (Huppertz & Gauster, 2011). Curiosamente, 

ambas moléculas son inducidas por T. cruzi en los cultivos EPH (Liempi et al., 2014, 2016). Más aún, 

resultados previos muestran que T. cruzi disminuye la expresión de miR-515-5p (Figura 5) (Medina et 

Figura 4. Expresión diferencial de los niveles del miR-515-5p durante infección ex vivo de EPH con T. cruzi. 

Los EPH fueron transfectados con 100nM de los antagomir de miR-512-3p (A-512) y su respectivo scramble (AS) durante 

24h. Posteriormente fueron infectados durante 2h con tripomastigotes de T. cruzi a una concentración de 105 

tripomastigotes/ml. La expresión del microARN fue determinada mediante PCR en tiempo real. Todos los valores se dan 

como medias ± SD; los datos se normalizaron a valores de control y se analizaron a través de ANOVA unidireccional y 

post-test de Dunnett. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 (Medina et al., 2022).  
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al., 2022). Además, la desregulación de éste miARN está relacionada con la preeclampsia (Zhang et al., 

2016).  

Sin embargo, aún se desconoce el rol de miR-512-3p y miR515-5p en el recambio epitelial del 

trofoblasto inducido por el parásito. Particularmente, se desconocen los cambios en su expresión y 

localización durante este proceso.  

Tomando en cuenta que: i) La interacción patógeno-hospedador determina la probabilidad de 

infección (Sen et al., 2016); ii) T. cruzi induce el recambio epitelial del trofoblasto, particularmente 

proliferación celular (Liempi et al., 2016), diferenciación (Carrillo et al., 2016; Castillo, Gallardo, et al., 

2017; Liempi et al., 2014) y muerte celular tipo apoptosis (Carrillo et al., 2016; Castillo, Medina, et al., 

2017; Duaso et al., 2010); iii) T. cruzi modula las vías de transducción de señal relacionadas con el 

recambio del trofoblasto, incluida a la vía extrínseca de la apoptosis que involucra a la caspasa 8 (Carrillo 

et al., 2016; Castillo, Ramírez, et al., 2013; Liempi et al., 2016); iv) Los procesos antes mencionados 

están regulados por miARNs (Esteller, 2011; Hayder et al., 2018; Salehi & Sharifi, 2018; Zheng et al., 

2013) y v) que resultados previos indican que T. cruzi modula la expresión de miR-512-3p y miR-515-

5p en EPH (Figuras 4 y 5) (Medina et al., 2022); en este proyecto de investigación se propuso estudiar 

los niveles de expresión y localización de miR-512-3p y miR515-5p en respuesta a la infección del 

Figura 5. Expresión diferencial de los niveles del miR-515-5p durante infección ex vivo de EPH con T. 

cruzi. Los EPH fueron transfectados con 100nM de los mimics de miR-512-3p (M-515) y su respectivo scramble (MS) 

durante 24h. Posteriormente fueron infectados durante 2h con tripomastigotes de T. cruzi a una concentración de 105 

tripomastigotes/ml. La expresión del microARN fue determinada mediante PCR en tiempo real.  La presencia del miARN 

fue determinada por RT-qPCR. Los datos representan el promedio ± SD; los datos se normalizaron través de ANOVA 

unidireccional y post-test de Dunnett. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 (Medina et al., 2022).  
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parásito en explantes de placenta humana mediante las técnicas de RT-qPCR e hibridación in situ 

cromogénica (HISC). 

Por lo que este proyecto de investigación constituye un aporte para mejorar el entendimiento de 

las complejas interacciones hospedador-parásito y de los mecanismos involucrados para generar 

resistencia o susceptibilidad a la infección congénita. 

 

2. HIPÓTESIS 

T. cruzi aumenta y disminuye, respectivamente, en el trofoblasto los niveles de expresión de miR-

512-3p y de miR-515-5p durante la infección ex vivo de EPH. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

Evaluar los niveles de expresión y localización tisular de miARNs (miR-512-3p y miR-515-5p) 

en explantes de placenta humana en respuesta a la infección por T. cruzi. 

3.2. Objetivos específicos 

Determinar en EPH infectados ex vivo con tripomastigotes de T. cruzi: 

1) Los niveles de expresión de miR-512-3p y miR515-5p mediante RT-qPCR y HISC. 

2) La localización de miR-512-3p y miR515-5p mediante HISC. 

 

4. JUSTIFICACIÓN Y APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS 

El rol exacto de la placenta en la transmisión congénita de T. cruzi todavía no ha sido dilucidado. 

Sin embargo, para que ocurra la infección al feto, el parásito debe atravesar a la barrera placentaria 

mientras que el hospedador intenta mantener la integridad de esta.  

Este estudio constituye un aporte a futuras investigaciones que en conjunto permitirán lograr el 

esclarecimiento de las complejas interacciones de los mecanismos involucrados para generar resistencia 

o susceptibilidad a la infección congénita. Así, la identificación y conocimiento del rol de los miARNs 

en este proceso es fundamental y abre la posibilidad de nuevas herramientas de diagnóstico, pronóstico 

y terapéuticas. Por lo tanto, es necesario profundizar los estudios que permitan esclarecer el papel del 

parásito, la respuesta genética del hospedador y la respuesta inmunitaria generada con la finalidad de 

dilucidar los mecanismos a través de los cuales ocurre la transmisión congénita por T. cruzi. En particular, 

miR-512-3p y miR515-5p podrían eventualmente ser biomarcadores para la transmisión congénita de T. 

cruzi. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Cultivo de células VERO® 

Para el  mantenimiento y obtención de la forma infectiva de T. cruzi se requieren células de 

mamífero, para ello se utilizaron células VERO® (fibroblasto de riñón de mono verde africano 

(Cercopithecus aethiops)), las cuales fueron cultivadas con medio de cultivo RPMI (Gibco®) 

suplementado con bicarbonato de sodio (NaHCO3) 2mg/ml, estreptomicina 100 μg/ml, penicilina 100 

UI/ml y enriquecido al 5% con suero fetal bovino inactivado (SFB), a 37ºC en un ambiente húmedo con 

5% de CO2, reemplazando el medio cada 24 o 48 horas (Liempi et al., 2014; Salas et al., 2008). 

 

5.2. Obtención de forma infectiva tripomastigote de T. cruzi 

Los EPH se co-cultivaron en presencia de tripomastigotes de T. cruzi en una concentración de 

105 parásitos/mL durante 2, 24 o 48 horas en 1 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 5% de SFBi. 

Para los ensayos de RT-qPCR los EPH se mantuvieron en solución RNA Later® a 4°C durante toda la 

noche y luego congelados a -20°C hasta su procesamiento (Duaso et al., 2010; Liempi et al., 2014). Los 

EPH destinados a la extracción de ADN se mantuvieron en etanol al 95% a -20°C hasta su procesamiento. 

 

5.3. Obtención e infección de explantes de placenta humana con T. cruzi 

Las placentas fueron obtenidas desde el Servicio de Obstetricia y Ginecología del Hospital San 

José, Servicio de Salud Metropolitano Norte, Santiago - Chile, con previo consentimiento informado 

para el uso experimental de la placenta, el cual fue autorizado por cada paciente según las regulaciones 

del Comité de Ética Humana del Servicio de Salud Metropolitano Norte (Aprobación #AE 010/2019).  

Para este proyecto se utilizaron placentas humanas de embarazos a término (mayor a 37 semanas), 

de madres sanas con embarazos monogestacionales y fetos con desarrollo normal a partir de partos por 

cesárea electiva (con la finalidad de asegurar la asepsia y preservación de la muestra). Los criterios de 

exclusión para la obtención de estas placentas fue el presentar cualquier patología materna, placentaria o 

fetal.  

Una vez terminado el proceso de parto, las placentas fueron colectadas en una solución buffer 

fosfato salino (PBS: agua destilada, NaCl 135 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, 

ajustado a pH a 7,4) a 37°C.  

Los explantes se obtuvieron de tejido placentario de la parte central de los cotiledones, por el lado 

materno. Por medio de disección se obtuvieron explantes de un tamaño aproximado de 0,5 cm3 

aproximadamente, los cuales se lavaron al menos 3 veces con PBS, con el fin de remover la sangre 
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presente en el tejido y luego se incubaron en medio RPMI 1640 suplementado con antibióticos y 5% 

SFBi (Liempi et al., 2014). 

 

5.4. Verificación de la infección efectiva de los tripomastigotes de T. cruzi en los EPH 

Se realizó mediante la cuantificación del ADN parasitario durante diferentes tiempos: 2h, 24h y 

48h de infección con tripomastigotes de T. cruzi. Mediante el siguiente procedimiento: 

 

5.4.1. Extracción del ADN de los EPH 

Primeramente, se aisló el ADN total mediante técnicas estandarizadas del laboratorio, que 

consistieron en: la homogeneización del tejido con un ultraturrex y una posterior extracción de ADN 

mediante un kit de purificación de ADN Genomic Wizard (Promega®) de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante (Castillo, Gallardo, et al., 2017) 

 

5.4.2. Cuantificación del ADN extraído de los EPH mediante RT-qPCR 

Luego de extraído el ADN fue cuantificado mediante el sistema fotométrico µDROP 

(TermoFisher®) y leído en un multiespectrofotómetro VariosKan Flash (TermoFisher®). Para la 

amplificación del ADN humano y del parásito, se usaron los oligos mostrados en la Tabla 1. Cada 

reacción contenía 10 µL de SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline®), 1 µL de cada oligo a 10nM 

y 3 µL de agua ultrapura libre de ADNasas, para un volumen total de 20 μL y 1 ng/µL de DNA genómico. 

El programa térmico consistió en una pre-incubación a 95°C durante 3 minutos seguido de 40 ciclos de 

PCR de desnaturalización a 95°C 5 segundos y apareamiento a 60°C durante 30 segundos. Para finalizar 

se agregó una fase de disociación que correspondió a 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto, 

95°C durante 15 segundos y por último 60°C durante 15 segundos. La expresión relativa se calculó por 

el método de doble control comparativo ΔΔCt usando como control endógeno la expresión del gen 

constitutivo hGAPDH (Pfaffl, 2001), que codifica para la enzima gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (Sikand et al., 2012). 

Tabla 1. Oligonucleótidos diana usados como oligos para qPCR específico para ADN 

Oligos qPCR Primer Forward Primer Reverse 

T. cruzi 

 

5’-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’ 

 

5’-CAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’ 

 

hGAPDH 5’-TGATGCGTGTACAAGCGTTTT-3’ 5’-ACATGGTATTCACCACCCCACTAT-3’ 

 

 

 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

23 

 

5.5. Cuantificación de la expresión de los miARNs (miR-512-3p y miR-515-5p) mediante RT-qPCR 

La expresión de miR-512-3p y miR-515-5p se determinó mediante RT-qPCR de dos colas 

(Androvic et al., 2017). La concentración de los miARNs fue medida con Quant-iT™ microARN Assay 

Kit (Molecular probes).  

Para la síntesis de cADN a partir de miARNs se usó el sistema de la mezcla de síntesis MystiCq 

microARN cADN (Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

La reacción de qPCR se realizó con un detector de secuencia ABI Prism 7300 (Applied 

Biosystems®). Para ello se utilizó un volumen de reacción de 25 µL que contenía: 12,5 µL de la mezcla 

2X MystiCq microARN SYBR Green qPCR Ready Mezcla, 0,5 µL del oligo MystiCq Universal PCR 

Primer 10 µM, 0,5 µL del oligo Primer MystiCq microARN qPCR Assay 10 µM (Tabla 2), 10,5 µL de 

agua libre de nucleasas, y 1 ng/µL de cADN.  

El programa de temperaturas utilizado en la qPCR consistió en una pre-incubación a 95°C durante 

2 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 5 segundos y apareamiento a 60°C 

durante 30 segundos. Para finalizar se agregó una fase de disociación que correspondió a 95°C durante 

15 segundos, 60°C durante 1 minuto, 95°C durante 15 segundos y por último 60°C durante 15 segundos. 

Se calculó la expresión relativa por el método de doble control (Androvic et al., 2017; Pfaffl, 2001) 

comparativo ΔΔCt usando como control endógeno la expresión del gen constitutivo ARN RNU6B 

(RNU6-1) (Kaija et al., 2020; Sauer et al., 2014). 

Tabla 2. Oligonucleótidos diana usados como oligos para RT-qPCR de miARN. 

Oligos qPCR  Secuencia 

miR-512-3p  
5’-AAGUGCUGUCAUAGCUGAGGUC-3’ 

  
miR-515-5p 

 

5’-U UCUCCAAAAGAAAGCACUUUCUG-3’ 

 

RNU6-1 

5’-GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAA 

               CGAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGG 

   AUGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUU-3’ 

 

5.6. Localización y cuantificación de la expresión de los miARNs (miR-512-3p y miR-515-5p) 

mediante HISC 

Para realizar la HISC fue necesario estandarizar la técnica en diferentes aspectos, incluyendo un 

pretratamiento, desnaturalización de las sondas e hibridación. Describiéndose consecuentemente:  

5.6.1. Estandarización de la técnica HISC 

Durante el proceso de estandarización se realizaron 15 hibridaciones con diferentes placentas, 

evaluando diferentes concentraciones de los reactivos y tiempos de los procesos. Siguiendo las 
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instrucciones del fabricante (QUIAGEN®, 2019) se realizó el primer proceso de la HISC y a partir del 

mismo se realizaron modificaciones. Los siguientes pasos para la estandarización de la técnica de HISC 

(Figura 6).  

 

Fijación

Deshidratación

Inclusión

Inclusión corta

(15 minutos dentro de cada 
solución)

Inclusión larga

(1 hora dentro de cada 
solución) 

Corte en 
secciones

0.3µm 0.5µm

Desparafinación

Permebealización 
(Proteinasa K)

Concentración

1nM 0.5nM

Tiempo

30 
minutos

20 
minutos

15 
minutos

Prehibridación

Hibridación

Concentración 
de las sondas*

Control positivo 
(U6 snRNA)

1nM 2nM

Control Negativo 
(Scramble-miR)

40nM

Sonda miR-512-3P 
(hsa-miR-512-3p)

200nM 220nM

Lavados

Bloqueo

Anticuerpo (ANTI-
DIG)

Reacción fosfatasa 
alcalina (AP)

Concentracion de 
Levamisol

2mM 2.5mM

Incubación con 
KTBT

Contraste nuclear 
(Nuclear Fast Red)

Deshidratación

Montaje

3mM

240nM

Sonda miR-515-5p 
(hsa-miR-515-5p)

200nM 220nM 240nM

10 
minutos

5 minutos

Combinaciones 

Figura 6. Estandarización de la técnica de Hibridación in situ Cromatográfica (HISC). Procesos que se siguieron para 

la estandarización de la técnica HISC. Las cuadrillas con fondo oscuro hacen referencia a la selección realizada. 
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5.6.2. Técnica de HISC 

-Formación de tacos: Primeramente, fue necesario formar tacos de parafina con los tejidos a evaluar. 

De este modo, los EPH, tanto infectados como no infectados, fueron procesados mediante métodos 

histológicos convencionales. Así, las muestras fueron fijadas en formalina tamponada al 10% en una 

proporción 1:10 durante 12 horas, luego fueron introducidos los explantes en casetes para ser deshidratas 

las muestras en concentraciones crecientes de alcoholes (50%, 70%, 80%, 95%, 100% I, 100% II y 100% 

III durante 10 minutos en cada alcohol) y aclaradas en xilol (xilol I, II y III durante cada 15 minutos en 

cada xilol), para posteriormente ser incluidas en parafina (parafina I, II, III y IV durante 1h en cada 

parafina). Luego de la última inclusión, y con la ayuda de un Microarray de tejidos (Quick-RayTM) se 

realizaron perforaciones donde se encontraban los explantes para conformar un taco que contuviera las 

condiciones a evaluar (explantes control sin infectar, y explantes infectados con tripomastigotes de T. 

cruzi). El taco obtenido de la inclusión se cortó con un micrótomo (Leitz 1512®) para obtener secciones 

de 5µm de espesor que fueron extendidas en agua caliente a unos 40°C para luego ser situadas sobre 

portaobjetos y colocados estos sobre una plancha térmica regulable durante 12 horas posterior a este 

tiempo se dejaron 1 hora en la estufa. Luego se almacenaron a 4°C en un ambiente libre de ARNasas.  

-Desparafinación: Las láminas obtenidas se procedieron a desparafinar las láminas en soluciones de 

Xilol y Etanol a temperatura ambiente (15-25°C) ubicándolas dentro de vasos que contuvieron las 

soluciones, de acuerdo con la siguiente tabla: 

Tabla 3. Proceso de desparafinación. Soluciones y tiempo de procesamiento de las láminas dentro de los vasos.  

Solución Tiempo 

Xilol I 5 minutos 

Xilol II 5 minutos 

Xilol III 5 minutos 

Etanol 100% I Sumergir 10 veces 

Etanol 100% II Sumergir 10 veces 

Etanol 100% III 5 minutos 

Etanol 96% I Sumergir 10 veces 

Etanol 96% II 5 minutos 

Etanol 70% I Sumergir 10 veces 

Etanol 70% II 5 minutos 

PBS 4 minutos 
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-Permeabilización (Proteinasa K): Luego se preparó el reactivo de la proteinasa K (1nM) 

inmediatamente antes de su uso, para ello se agregó 2µL de proteinasa K y se aforo hasta un volumen de 

8mL. Se colocaron las láminas sobre una superficie plana y se aplicó sobre ellas (sin tocar el portaobjeto 

y/o el tejido) 400µL del reactivo de la proteinasa K y se dejó durante 15 minutos. 

-Prehibridación: Se situó a cada lámina en la cámara húmeda 300µL (humedecida con agua + di etilo 

piro carbonato (DEPC)) y se agregó sobre ellas 400µL del buffer de hibridación (72.072g urea (4M 

concentración final), 75mL SSC 20X (70.12g NaCl (3M), 35.40g Citrato de sodio tribásico deshidratado 

(0.3M), se ajustó pH 7 y se aforo a 400mL) (5x SSC concentración final), 3mL 100x de solución de 

Denhardt (1x concentración final), 0.150g (500 µg/mL yeast tRNA concentración final), aforar con agua 

con DEPC hasta los 300mL). Luego se colocaron en la estufa a 37°C por 1 hora. 

-Hibridación: Luego, se prepararon las sondas a utilizar, primero se desnaturalizaron a 90°C por 4 

minutos. Posteriormente se procedió a preparar la mezcla de hibridación donde se agregó la cantidad 

necesaria de la sonda para llegar a las concentraciones deseadas y luego se aforo con el búfer de 

hibridación (descrito más arriba) hasta llegar al volumen deseado según la siguiente tabla. Se usaron las  

sondas de detención específica 5’-DIG- y 3’-DIG hsa-miR-512-3p (YD00612202®) y hsa-miR-515-5p 

(YD00612297®). La sonda de control LNA U6 snARN con etiqueta de 5’-DIG (5’-

DIG/CACGAATTTGCGTGTCATCCTT/-3’) se utilizó como control positivo y la sonda de control de 

miARN “scramble” LNA con etiqueta de 5’-DIG (YD00699004®) se utilizó como control negativo. 

Tabla 4. Preparación de la mezcla de hibridación. Volúmenes de las sondas a utilizar, concentración y volumen final.  

Sonda Volumen que utilizar (µL) Concentración final 

(nM) 

Volumen 

final 

(µL) 

Scramble-miR (control negativo) 1.6 40 1000 

U6 snRNA (control positivo) 4 2 1000 

hsa-miR-512-3p (miR-512-3p 4.4 220 500 

hsa-miR-515-5p (miR-515-5p) 4.4 220 500 
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Dentro de la misma cámara húmeda se agregó 100µL de la mezcla de hibridación a evaluar a cada 

lamina y se colocó sobre ella un cubreobjeto, evitando que se formaran burbujas. Luego se dejó dentro 

del RapidFISH (El horno de hibridación de láminas Boekel Scientific RapidFISH) a 55°C durante 1 hora.  

-Lavados: Una a una, se removieron gentilmente los cubreobjetos e inmediatamente se colocaron dentro 

de vasos que contenga SSC 5x (100mL SSC 20x, luego se aforó con agua con DEPC hasta 400mL). 

Luego, se colocaron las láminas dentro de vasos que contengan las siguientes soluciones en el orden 

especifico, para mantener la rigurosidad del proceso se realizó este proceso en vasos que estaban en baño 

de maría a la temperatura de hibridación (55°C).  

Tabla 5. Proceso de lavado de las láminas. Soluciones, tiempo y temperatura a las cuales se deben dejar las láminas 

Solución Tiempo Temperatura 

SSC 5x 5 minutos 55°C 

SSC 1x 5 minutos 55°C 

SSC 1x 5 minutos 55°C 

SSC 0.2x 5 minutos 55°C 

SSC 0.2x 5 minutos 55°C 

SSC 0.2x 5 minutos 55°C 

 

-Bloqueo: Antes de aplicar la solución de bloqueo se colocaron las láminas dentro de vasos que contenían 

PBS; una a una se aplicó sobre ellas una barrera hidrofóbica alrededor de las secciones de tejido 

utilizando un DakoPen. Consecuentemente se situaron nuevamente en una cámara húmeda, y se aplicó 

sobre ellas 400µL de la solución de bloqueo (5mL de PBS-T, 150µL suero de oveja (2% concentración 

final), 165µL BSA 30%) y se dejaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

-Anticuerpo (ANTI-DIG): Se removió la solución de bloqueo y se aplicó sobre las láminas, dentro de la 

membrana hidrofóbica, 400µL de la solución del reactivo anti-DIG (anti-DIG 1:800 en la solución de 

2.5mL PBS, 165µL BSA 30%, 2.5mL PBS-T con suero de oveja 2%) y se dejó tapada incubando durante 

1 hora. Luego se lavaron las láminas con PBS-T durante 3 minutos en triplicado.  

-Reacción AP: Se aplico la solución de sustrato AP (Inmediatamente antes del uso, se disolvió una tableta 

de NTB-BCIP (nitro azul de tetrazolio - 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) en agua ultrapura y se agregó 

62.5µL de levamisol (concentración final 2.5mM)) a las secciones dentro de la membrana hidrofóbica.  

Se dejaron incubando por 2 horas a 30°C dentro del RapidFISH. protegiéndose de la luz durante este 

proceso. 
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-Incubación KTBT: Se incubaron las láminas en el búfer KTBT (tampón de potasio-tris con tritón) 

(25mL Tris-HCl (50mM), 4.383g NaCl (150mM), 0.373g KCl (10mM), se aforo con agua con DEPC 

hasta un volumen de 500mL )2 veces por 5 minutos cada una para detener la reacción de la fosfatasa 

alcalina.  

-Contrastado nuclear (Nuclear Fast Red): Se aplicó 300µL de Nuclear Fast Red (contrastante nuclear) 

a las láminas dentro de la membrana hidrofóbica durante 1 minuto. Luego se dejaron en una rejilla debajo 

de agua corriendo por 10 minutos.  

-Deshidratación: Se deshidrataron las láminas en etanol de acuerdo con los pasos que se exponen en la 

siguiente tabla:  

Tabla 6. Proceso de deshidratación de las láminas después del contraste nuclear. Concentración de etanol y 

tiempo de duración en que estuvieron sometidas las láminas. 

Solución Tiempo 

Etanol 70% I Sumergir 10 veces 

Etanol 70% II 1 minuto 

Etanol 96 % I Sumergir 10 veces 

Etanol 96 % II 1 minuto 

Etanol 100% I Sumergir 10 veces 

Etanol 100% II 1 minuto 

 

-Montaje: Se colocaron las láminas dentro de vasos que contuvieron Xilol. Luego se aplicó sobre el 

cubreobjeto una o dos gotas de Entellán (medio de montaje), con la ayuda una varilla de metal. 

Posteriormente se colocó cuidadosamente el cubreobjeto (con el Entellán) sobre el portaobjeto, evitando 

que se formen burbujas, y se dejó sobre papel absorbente en la plancha durante la noche. 

 

5.7. Visualización de los resultados de la HISC 

Una vez secas las láminas se observaron a través del microscopio óptico asociado a una cámara 

y se tomaron fotografías de las láminas a un aumento de 40X.  

 

5.8. Cuantificación de la expresión de los miARNs obtenidos de la HISC mediante el programa 

FIJI 

Las imágenes obtenidas de la HISC fueron cargadas en el software FIJI© v.2.6.0  (Schindelin et 

al., 2012) para su análisis. La intensidad de la tinción (azul) se extrajo de las imágenes con un algoritmo 

de desconvolución de color, integrado en el software FIJI©. Después de la conversión de los valores de 

luminosidad de píxeles a una escala de densidad óptica, la densidad óptica integrada se midió en las 

imágenes de tinción positiva previamente extraídas y se normalizó por el área positiva en cada 
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microfotografía. La intensidad de la señal se calculó como I=10·ΣOD/A en dB/μm2, siendo ΣOD la 

densidad óptica integrada, y A el área de tinción positiva (µm2). 

 

5.9. Bioseguridad 

El laboratorio se encuentra ubicado en el Instituto de Ciencias Biomédicas en la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Chile y cuenta con los requerimientos básicos de Bioseguridad, certificado 

por la "Unidad de Prevención de Riesgos y Bioseguridad de la Facultad de Medicina de la Universidad 

de Chile" 

5.10 Ética 

 Este estudio cuenta con la aprobación del Comité de Ética del Servicio de Salud Metropolitano 

Norte. Además, se entregó un consentimiento informado acerca del uso experimental de la placenta a 

cada paciente según lo estipulado por el Comité de Ética Humana de la Facultad de Medicina, 

Universidad de Chile (AE Nº010/2019) 

6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Cada experimento fue realizado en triplicado y en tres oportunidades distintas. Los resultados se 

expresaron como promedio más desviación o error estándar según corresponda. La significancia de las 

variables cuantitativas se evaluó mediante el Test de Student. 

 Las variables múltiples se analizaron mediante ANOVA de una vía seguido por el post test de 

Dunnett´s.  

Adicionalmente, se utilizó el programa computacional GraphPad Software PRISM 8.0 (GraphPad 

Software, San Diego, EE. UU.) para la elaboración de los gráficos. Se consideró un p ≤0,05 como 

estadísticamente significativo. Siempre que fue posible, se proporcionaron valores exactos de p. 
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7. RESULTADOS 

Los niveles de expresión del ADN parasitario aumentan significativamente en diferentes tiempos de 

incubación en presencia de tripomastigotes de T. cruzi en EPH 

Se infectaron los EPH con tripomastigotes de T. cruzi a una concentración de 105 parásitos/mL 

con diferentes tiempos de infección 2, 24 y 48 horas. Se observó que en presencia del parásito a diferentes 

tiempos aumenta la carga del ADN parasitario: 24 horas (172.6% ± 7%) (p≤0,001), 48 horas (188.5% ± 

42%) (p≤0,001). Tomando como control el tiempo de infección de 2 horas (Figura 7).  

 

La infección con T. cruzi aumenta los niveles de expresión del miR-512-3p durante la infección ex 

vivo en EPH 

Los EPH se co-cultivaron en presencia y ausencia de tripomastigotes de T. cruzi a una 

concentración de 10⁵ parásitos/mL durante 2 horas. Se observó que la infección de T. cruzi aumenta 

significativamente los niveles de miR-512-3p (37,9% ± 5%) (p≤0,001) respecto a las muestras controles 

sin infectar (Figura 8). 

 

 

Figura 7. Expresión diferencial del ADN parasitario de T. cruzi durante la infección ex vivo de EPH durante 

diferentes tiempos de infección. La presencia del ADN fue determinada mediante RT-qPCR. Todos los valores se expresan 

como la media ± SD, los niveles de expresión los datos se normalizaron en función de los valores del control y se analizaron 

mediante ANOVA de una vía y post-test de Dunnett. *** p ≤ 0.001. 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

31 

 

 

 

La infección con T. cruzi disminuye los niveles de expresión del miR-515-5p durante la infección ex 

vivo en EPH 

Los EPH se co-cultivaron en presencia y ausencia de tripomastigotes de T. cruzi a una 

concentración de 10⁵ parásitos/mL durante 2 horas. Se observó que la infección de T. cruzi disminuye 

significativamente los niveles de miR-515-5p (41,8% ± 17%) (p≤0,05) respecto a las muestras controles 

sin infectar (Figura 9).  

Figura 8. Expresión diferencial de miR-512-3p durante infección ex vivo de EPH. EPH fueron infectados 

con tripomastigotes de T. cruzi (105 parásitos/mL) durante 2 horas. La presencia del miARN fue determinada por RT-

qPCR. Los datos representan el promedio ± SD analizada por la prueba de t-Student de dos colas. *** p ≤ 0.001. 
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La localización de los microARNs miR-512-3p y miR-515-5p en EPH es en el trofoblasto 

El aumento y disminución de la expresión del miR-512-3p y del miR-515-5p se corroboró 

mediante hibridación in situ cromogénica donde se evidencia: una mayor intensidad de color en la sonda 

del miR-512-3p y una menor intensidad de color en la sonda del miR-515-5p en las muestras incubadas 

en presencia del parásito. Adicionalmente, se observó los miARNs estudiados se localizan 

preferentemente en el trofoblasto que recubre las vellosidades coriónicas (Flechas de color rojo) (Figura 

10).   

 

 

 

 

Figura 9.Expresión diferencial de miR-515-5p durante infección ex vivo de EPH. EPH fueron infectados 

con tripomastigotes de T. cruzi (105 parásitos/mL) durante 2 horas. La presencia del miARN fue determinada por RT-

qPCR. Los datos representan el promedio ± SD analizada por la prueba de t-Student de dos colas. * p ≤ 0.05 
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Figura 10. Expresión diferencial de los miARNs miR-512-3p y miR-515-5p durante infección ex vivo de EPH. 

Los EPH se incubaron en presencia o ausencia de tripomastigotes de T. cruzi (10⁵ parásitos/mL) durante 2 horas. Las muestras 

se procesaron con técnicas histológicas de rutina. Se muestran imágenes representativas de la hibridación in situ cromogénica, 

Scramble-miR y U6 snRNA son los controles negativos y positivos, respectivamente; hsa-miR-512-3p corresponde a la sonda 

específicas para el miARN miR-512-3p y hsa-miR-515-5p corresponde a las sondas específicas del miR-515-5p. Los tejidos 

se contrastaron tiñendo el núcleo con Cellular Nuclear Fast Red. Barra de aumento 20 µm. 
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La infección con T. cruzi aumenta los niveles de expresión del miR-512-3p durante la infección ex 

vivo en el trofoblasto en EPH 

A partir de las imágenes obtenidas de la HISC se realizó un análisis de la intensidad de tinción de 

la sonda, siendo esta proporcional a la expresión del miARN a estudiar. Se observó que la infección de 

T. cruzi aumenta significativamente los niveles de miR-512-3p (98% ± 15%) (p≤0,01) en el trofoblasto 

con respecto a las muestras controles sin infectar (Figura 11).  

 

La infección con T. cruzi disminuye los niveles de expresión del miR-515-5p durante la infección ex 

vivo en el trofoblasto en EPH 

A partir de las imágenes obtenidas de la HISC se realizó un análisis de la intensidad de tinción de 

la sonda, siendo esta proporcional a la expresión del miARN a estudiar. Se observó que la infección T. 

cruzi disminuye significativamente los niveles de miR-515-5p (41.5% ± 5%) (p≤0,01) en el trofoblasto 

con respecto a las muestras controles sin infectar (Figura 12).  

Figura 11. Expresión diferencial de miR-512-3p en el trofoblasto durante infección ex vivo de EPH. EPH 

fueron infectados con tripomastigotes de T. cruzi (105 parásitos/mL) durante 2 horas. La presencia del miARN fue 

determinada por HISC. Los datos representan el promedio ± SD analizada por la prueba de t-Student de dos colas. ** p ≤ 

0.01. 
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8. DISCUSIÓN 

La transmisión congénita de la EC se considera exitosa cuando el parásito T. cruzi llega al feto, 

para ello es necesario que atraviese la barrera placentaria (Duaso et al., 2010; Kemmerling et al., 2019). 

La barrera placentaria es el primer tejido que está en contacto con la sangre materna en la cual circula el 

parásito es el trofoblasto (Duaso et al., 2012; Kemmerling et al., 2010).  La compleja interacción entre 

factores parasitarios y los del hospedero determinan el éxito o fracaso de la infección (Zheng et al., 2013).  

 Previamente se ha demostrado que T. cruzi produce alteraciones tisulares ocasionadas por sus 

enzimas proteolíticas durante el proceso de invasión e infección de la placenta (Duaso et al., 2010). 

Cuando ocurre una lesión, la injuria estimula en la placenta su sistema de defensa a través de la secreción 

de interleucinas, la activación tanto de receptores tipo Toll (Castillo, Medina, et al., 2017), como de las 

vías de señalización de NFκB (Liempi et al., 2019) y por último, por medio de la modulación en la 

expresión de miARNs placentarios (Medina et al., 2020). 

A lo largo de la década pasada los ARNs no codificantes (ncARNs), incluyendo los microARNs 

se han convertido en un tema tendencia de investigación científica (Paulsen et al., 2021). Los microARN 

regulan más del 60% de la expresión de genes fundamentales, y están involucrados en procesos 

biológicos donde se incluye la diferenciación celular y la respuesta inmunitaria, que son procesos 

determinantes para el éxito o fallo de una infección (Medina et al., 2020; Paul et al., 2020; Zheng et al., 

2013).   

Figura 12. Expresión diferencial de miR-512-3p en el trofoblasto durante infección ex vivo de EPH. Los EPH 

fueron infectados con tripomastigotes de T. cruzi (105 parásitos/mL) durante 2 horas. La presencia del miARN fue 

determinada por HISC. Los datos representan el promedio ± SD analizada por la prueba de t-Student de dos colas. ** p ≤ 

0.01 
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Los miARN representan un novedoso biomarcador de diagnóstico debido a su mayor estabilidad 

en comparación con los ARN, puesto que permanecen estables después de ser sometidos a condiciones 

extremas que normalmente degradarían la mayoría de los ARN, como ebullición, niveles de pH muy 

bajos o altos, almacenamiento prolongado y ciclos de congelación y descongelación. Incluso en una 

expresión abundante baja, el miARN puede amplificarse y detectarse en un entorno clínico mediante 

PCR cuantitativa (qPCR) en tiempo real, un enfoque utilizado en pruebas clínicas aprobadas por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos (Giza et al., 2014).  

Existen diferentes metodologías que se usan para la detección de microARNs en muestras de 

tejido, entre las que se encuentran Microarray y secuenciación, RT-qPCR cuantitativo, Northern Blot, 

entre otros; sin embargo, estos métodos solo revelan el perfil de expresión del microARN de toda la 

muestra y no donde o en que células actúan los microARNs detectados (Paulsen et al., 2021). 

Precisamente es lo que se observa en los resultados obtenidos a través de la técnica de RT-qPCR donde 

se asocia a los niveles de expresión de los miARNs evaluados solo a nivel de tejido de los EPH (Figura 

8 y 9).  

La hibridación “in situ” (HIS) es una técnica utilizada para la localización y detección de 

secuencias especificas tanto de ADN o de ARN en células, a partir de FFPE (Jensen, 2014), una de las 

peculiaridades y preferencias para elegir esta técnica es que precisamente permite localizar y visualizar 

los productos dentro de las células preservando la integridad celular (Chu et al., 2019).  Una de las 

variantes de la HIS es la hibridación in situ cromogénica (HISC), esta técnica utiliza una sonda marcada 

con digoxigenina (en este caso) que es reconocida por un anticuerpo anti-digoxigenina (anti-DIG) que 

contuvo a su vez la molécula de fosfatasa alcalina. Una vez se hibridó la sonda con la secuencia de 

miARN a localizar y unido a su vez el anticuerpo a la digoxigenina al añadir NBT/BCIP, la reacción de 

la fosfatasa alcalina con el NBT/BCIP da como resultado la formación de un precipitado azul que permite 

observar el lugar de localización de la sonda a evaluar (Dai & Cai, 2018; Nizyaeva et al., 2017) 

Sin embargo, existen diferentes dificultades cuando se trabaja con microARN e HIS. Condiciones 

de fijación de formalina, tales como la concentración, el tiempo o la temperatura, influyen en la detección 

exitosa de microARN. Además, las condiciones para la permeabilización difieren entre tejidos; por lo 

tanto, algunos tejidos experimentan una fuerte permeabilización debido a la menor accesibilidad de unión 

de la sonda al microARN. Por ejemplo, el microARN objetivo en los linfocitos requiere un enfoque de 

pretratamiento más suave en comparación con la detección del microARN objetivo en el epitelio 

escamoso. Además, el grosor de las secciones de FFPE es un parámetro importante a la hora de elegir un 

método de recuperación de microARN suficiente y, por lo general, se requieren regímenes de 

pretratamiento más suaves cuando se aplican en secciones delgadas (QUIAGEN®, 2019). En el 
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protocolo estandarizado se demuestra que el proceso puede ser fácilmente realizado manualmente en 

tejido placentario. Con respecto a los valores estandarizados: existe un amplio espectro de acuerdo al 

espesor de la sección del corte de los tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina (FFPE), los 

cuales varían desde los 4µm hasta los 40µm de espesor, sin embargo de acuerdo a la bibliografía no se 

ha considerado relevante estandarizar un espesor fijo en el corte de los tacos de parafina cuando se trabaja 

con miARNs (Nuovo et al., 2010; Planell-saguer et al., 2010; Renwick et al., 2013). No obstante, de 

acuerdo con el proceso de estandarización evaluado se encontró más optimo el uso de secciones con un 

grosor de 5µm puesto que con secciones más finas se perdía tejido a lo largo de la técnica HISC. Con 

respecto a la permeabilización se han demostrado el uso de la proteinasa K, de hecho, y como se 

mencionó anteriormente para la elección de la concentración, el tiempo de incubación y de una posible 

temperatura de incubación es necesario tomar en cuenta el tejido a evaluar (Chaudhuri et al., 2013; Lei 

et al., 2018; Pena et al., 2009) y el tiempo de inclusión que lleve el tejido, resultando que al tratarse de 

tejidos procesados en a lo máximo una semana después de su inclusión, el tratamiento no requiere una 

alta concentración de proteinasa K ni tanto tiempo de incubación realizándose a temperatura ambiente; 

por otro lado, se han descrito otras opciones de tratamiento de permeabilización que podrían ser 

interesantes de evaluar cuando se lleva a cabo la HISC para los microARNs evaluados (miR-512-3p y 

miR-515-5p). 

El examen de FFPE es la piedra angular para el diagnóstico histológico y de patología molecular. 

A su vez, combinado con el diagnóstico basado en miARNs, se está convirtiendo rápidamente en un área 

prometedora del tratamiento clínico, por ejemplo, en el cáncer. Se han aplicado varias metodologías para 

detectar miARN en muestras FFPE. Sin embargo, un ensayo de HIS tiene la característica única de 

determinar los compartimentos celulares de expresión alterada de miARN que, como se muestra, es 

fundamental para interpretar con precisión la importancia clínica de los cambios de expresión de los 

miARN (Sempere et al., 2010). El uso de HISC para la detección de miARNs, en este caso de los miR-

512-3p y miR-515-5p puede abrir un campo para utilizarlos como potenciales herramientas diagnósticas 

y de pronóstico prometedoras, así como blancos terapéuticos en la EC.  

Como se mencionó anteriormente el principal factor que determina el éxito de la infección es la 

interacción entre el hospedador y el parásito. La interacción parásito-hospedador incluye la evasión del 

parásito de las barreras primarias de defensa (como la barrera placentaria), la evasión de las defensas del 

hospedador, la replicación del parásito en el hospedador y la capacidad inmunológica del hospedador de 

controlar o eliminar el parásito (Sen et al., 2016). La posibilidad de infección por T. cruzi depende además 

de varios factores entre los cuales están: factores propios del parásito, del sistema inmunitario tanto 

materno como fetal en desarrollo y de la placenta (Castillo, Medina, et al., 2017; Duaso et al., 2010; 
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Fretes & Kemmerling, 2012; Kemmerling et al., 2019; Liempi et al., 2016; Medina et al., 2020, 2022; 

Sturm et al., 2003). Entre los factores del parásito se pueden encontrar cambios ya sea en la cepa, DTU, 

factor de virulencia, entre otros. De hecho, se ha propuesto que los diferentes genotipos de T. cruzi y su 

asociada patogenicidad, virulencia y tropismo del tejido puede jugar un papel importante en la 

transmisión congénita (Juiz et al., 2016), como es el caso entre la cepa VD y la cepa Y, DTU IV y II 

respectivamente donde se demostró que la cepa VD es más infectiva que la cepa Y (Medina et al., 2018). 

Sin embargo, no se han encontrado relación entre la distribución de los casos de transmisión congénita y 

las respectivas poblaciones del parásito. Lo que lleva a pensar que la posibilidad de la transmisión 

congénita va más allá de la genética del parásito e involucra otros factores. Con respecto a la respuesta 

inmunitaria, esta inicia por la activación de los receptores de patrones de patógenos (PRRs) como los 

receptores tipo Toll (TLRs); cada TLR reconoce diferentes estructuras químicas, que están muy 

conservadas en los microorganismos y se denominan colectivamente patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMP). Entre estos se encuentran los lípidos, carbohidratos, ácidos nucleicos y diversas 

proteínas derivadas de bacterias, virus, hongos, protozoos y parásitos helmintos. Además, las vías de 

señalización de TLR también pueden ser activadas por componentes propios liberados por el daño o la 

inflamación del tejido, los llamados patrones moleculares asociados al daño (DAMP), que alertan al 

sistema inmunitario del peligro que resulta de una agresión estéril o de una infección (Rodrigues et al., 

2012). En placenta, más aún, en el trofoblasto se expresan diez de los TLRs conocidos funcionales, y se 

ha demostrado que T. cruzi activa a varios TLRs como como TLR2, TLR4 (receptores de superficie) que 

reconocen el glicosilfosfatidilinositol (GPI)-anclado a glicoproteínas similares a la mucina de la 

superficie de T. cruzi (Castillo, Medina, et al., 2017; Liempi et al., 2014), y los TLRs TLR-7 y TLR-9 

que reconocen el material genético del parasito  

La modulación de la expresión génica del hospedador es parte de la estrategia de invasión de los 

patógenos como de la respuesta del hospedador (Zheng et al., 2013). Se ha descrito que T. cruzi induce 

un perfil especifico de miARN en explantes, muy diferente de otros parásitos protozoarios como 

Toxoplasma gondii (T. gondii) lo cual podría explicar la baja incidencia en transmisión congénita para 

T. cruzi y la alta tasa de transmisión para T. gondii (Liempi et al., 2020). Sin embargo, y como se 

mencionó anteriormente a pesar de que el parasito pueda alterar la expresión de los microARNs hay que 

considerar los factores externos tanto maternos, fetales como de la placenta y el entorno, para determinar 

un éxito de la infección. Durante el embarazo la expresión de los miARNs en la placenta puede regular 

múltiples factores incluyendo hormonas, oxigeno, factores inflamatorios, entre otros. Recientemente, los 

miARNs han sido destacados como reguladores claves capaces de influir en varios procesos celulares 

que incluyen diferenciación, proliferación, apoptosis, desarrollo, así como angiogénesis y funciones de 
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células endoteliales, los cuales están asociados con la aparición y manifestación de preeclampsia. 

Reportando que existe una alteración de varios miARNs circulantes en pacientes con preeclampsia con 

respecto a pacientes control a principios y mediados de la gestación, entre los que se encuentran los miR-

512-3p y el miR-515-5p (Hromadnikova et al., 2015; Liu et al., 2018). Además, la alteración de la 

expresión de miARNs se ha relacionado con múltiples enfermedades patológicas como el cáncer de 

mama y de cuello uterino (Dai & Cai, 2018).  

Los resultados de la HISC realizada muestran que los microARNs miR-512-3p y miR-515-5p en 

explantes de placentas de embarazos normales están localizados mayormente en las células del 

trofoblasto (Figura 10). Estos resultados son concordantes con investigaciones simultáneas que se 

realizaron en el laboratorio que vinculan el rol de estos microARNs con el recambio epitelial del 

trofoblasto en EPH durante la infección de T. cruzi (Medina et al., 2022). Particularmente estos miARNs 

regulan la diferenciación del trofoblasto (Chen et al., 2010; Zhang et al., 2016), un proceso celular 

relacionado con recambio epitelial del trofoblasto, considerado un mecanismo local de defensa 

placentaria contra T. cruzi (Carlier, 2020; Carrillo et al., 2016; Kemmerling et al., 2019; Liempi et al., 

2014, 2016). El recambio epitelial se considera parte de la inmunidad innata. ya que los patógenos, antes 

de la invasión celular, deben adherirse a la superficie de las células. Como estos las células se eliminan 

continuamente, los patógenos adheridos se eliminan (S. Chang et al., 2013; Liempi et al., 2014). Es más, 

las células epiteliales infectadas tienen un sistema de alarma para alertar a las células vecinas no 

infectadas por transferencia señales de peligro a través de la unión gap, lo que permite que el epitelio se 

deshaga de células huésped infectadas (S. Chang et al., 2013; Kasper et al., 2010). Las señales de peligro 

se propagan a través del factor nuclear kappa B (NFκB) y señalización de proteína quinasa activadora de 

mitógenos (MAPK), vías que activa T. cruzi en EPH (Castillo, Villarroel, et al., 2013; Liempi et al., 

2019).  

Cuando se evaluó la expresión de los microARNs miR-512-3p y miR-515-5p en el trofoblasto se 

observó que la expresión del miR-513-2p aumenta y la del miR-515-5p disminuye en el trofoblasto 

(Figura 11 y 12) esto se puede observar en la intensidad de color azul/morado en las imágenes con la 

sonda con respecto al control. Cuantitativamente los resultados arrojaron que los niveles del miR512-3p 

aumentaron 98% ± 15% (Figura 11) y que los niveles de expresión del miR515-5p disminuyeron 41.5% 

± 5% (Figura 12) en el trofoblasto. Resultados que son compatibles con los resultados a nivel de explante 

obtenidos a través de la técnica de RT-qPCR (Figura 8 y 9) donde también se ve esta tendencia de 

aumento del 37,9% ± 5% en los niveles del miR-512-3p en y disminución del 41,8% ± 17% de los niveles 

del miR-515-5p, solo que como se mencionó anteriormente esta última técnica solo nos expresa los 

niveles de expresión a nivel de explante.  
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El miR-512-3p regula la diferenciación del trofoblasto reprimiendo al inhibidor de la caspasa 8 

c-FLIP, lo que tiene como consecuencia un incremento de la actividad de la caspasa 8 (Chen et al., 2010). 

Caspasa 8 regula la diferenciación del trofoblasto y muerte celular apoptótica y es activado por T. cruzi 

(Medina et al., 2022). El mecanismo de acción de la caspasa 8 actúa como iniciador. La activación inicial 

de la caspasa-8 tiene lugar en células del CT justo antes de que ocurra la fusión entre el CT y el ST; se 

mantiene activa durante un corto tiempo y luego se inactiva (Huppertz & Gauster, 2011). Una de las 

funciones asociadas a la caspasa-8 es la escisión de las proteínas del citoesqueleto, como la alfa-fodrina 

(Gauster et al., 2009). Por otra parte y como se mencionó anteriormente, la activación de la caspasa-8 

media la traslocación de la FS desde la cara interna a la cara externa de la membrana plasmática. La FS 

es el fosfolípido más abundante en la membrana plasmática que, en circunstancias normales, predomina 

en la cara interna de la célula (Daleke, 2007) y su exposición hacia la cara externa de la membrana 

plasmática no sólo se asocia al proceso de muerte celular tipo apoptosis sino también a la fusión celular 

(Gauster et al., 2009), proceso que está ocurriendo durante el recambio epitelial entre las células del CT 

y ST mediante remodelación del citoesqueleto por parte de caspasas (inicialmente caspasa-8, luego 

caspasas efectoras 3, 6 ó 7) junto con la expresión de proteínas fusogénicas, lo que causan la formación 

de un poro de fusión entre el CT y el ST suprayacente. A partir de esto, los componentes celulares del 

CT como el núcleo, organelos y las proteínas citoplasmáticas, son incorporadas al ST. La caspasa-8 

activa también es modulada por c-FLIP (proteína inhibidora de FLICE). Este inhibidor está presente en 

dos variantes y actúa directamente sobre la caspasa-8, induciendo la activación o inhibición de esta (D. 

W. Chang et al., 2002). Esto explica que en el ST la caspasa-8 disminuye su actividad después de la 

fusión sincicial por acción de Bcl-2 (Linfoma de células B) y c-FLIP. 

Por otro lado, el miR-515-5p, se relaciona con la regulación de la diferenciación del trofoblasto 

(Chen et al., 2010; Zhang et al., 2016). Así, la expresión de miR-515-5p se inhibe durante la 

diferenciación del trofoblasto lo cual promueve que su gen diana hGCM-1 aumente su expresión, este 

gen induce la expresión de la Sincitina 1 la cual a su vez induce los eventos de fusión y la expresión del 

factor de crecimiento placentario (Zhang et al., 2016). Por lo que durante la infección de T. cruzi, al 

inhibir la expresión de este gen se estaría promoviendo la diferenciación celular del trofoblasto.  

El ó los mecanismos por el cual T. cruzi es capaz de infectar al feto no están dilucidados, tampoco 

se sabe como el parásito es capaz de inducir e inhibir los cambios en los niveles de expresión de los miR-

512-3p y miR-515-5p respectivamente, o si estos están determinados por factores de virulencia de T. 

cruzi o son respuestas innatas del sistema inmunitario. Entre las propuestas que se pueden presentar en 

este trabajo que traten de explicar el cómo T. cruzi induce e inhibe los cambios de los niveles de expresión 

de estos microARNs están:  



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

41 

 

1) Como se explicó anteriormente se ha demostrado que T. cruzi es capaz de activar los PRRs, en 

especifico los TLR como TLR2, TLR4 (receptores de superficie) (Castillo, Medina, et al., 2017; Liempi 

et al., 2014), y los TLRs TLR-7 y TLR-9. El NFκB se encuentra en el citoplasma en forma inactiva unido 

a proteínas inhibidoras, las cuales después de un estímulo adecuado son fosforiladas, ubiquitinizadas y 

degradadas por el proteosoma, permitiendo así la liberación de NFκB que se transloca al núcleo donde 

regula la transcripción de varios genes dentro de los cuales se pueden encontrar los microARNs de interés 

en este proyecto (miR-512-3p y miR-515-5p). 

2) Del mismo modo se ha reportado que la vía NFκB no solo está involucrada en la regulación de 

microARNs sino también de clúster de microARNs, dentro de los cuales puede encontrarse el C19. 

3) Por último, se ha descrito un mecanismo de regulación para Leishmania major en donde se 

involucra una proteína presente en su superficie células, GP63; esta proteína es capaz de escindir a 

DICER por lo que se estaría inhibiendo la vía canónica de síntesis de microARNs al no poder sintetizar 

los pre-microARNs. Ademas, se ha demostrado además que la proliferación, la expresión del receptor y 

el IFN-γ liberado por las células “Natural killer” (NK) se ven afectados por la proteína GP63 de L. major, 

lo que podría tener un impacto importante al inhibir la respuesta inmune Th1, crucial para controlar la 

infección del parásito (Lieke et al., 2008). A pesar de la proteína GP63 se ha demostrado que no se 

encuentra en la superficie de la membrana de T. cruzi, se ha reportado que dentro de las vesículas 

extracelulares como exosomas expulsados por el parásito.  

Mediante el aporte de esta investigación y futuras investigaciones acerca del tema se espera poder 

usar las alteraciones en los niveles de expresión de los miARNs miR-512-3p y miR-515-5p como 

biomarcadores para la posibilidad de infección de T. cruzi por medio de la transmisión congénita. 

9. CONCLUSIÓN 

La infección con T. cruzi induce un cambio en la expresión de los niveles de los miARNs 

aumentando en un 98% ± 15% el miR-512-3p y disminuyendo en un 41.5% ± 5% miR-515-5p en el 

trofoblasto. Sin embargo, aún no se ha determinado el mecanismo que regula este fenómeno, o si existe 

alguna relación entre la respuesta inmunitaria ante patógenos y el aumento de los microARNs evaluados 

que no vincule la inducción e inhibición de los niveles de microARNs por parte del parásito.  
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