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INTRODUCCION

1. Enfermedad de Chagas. Caracteristicas generales

La enfermedad de Chagas o tripanosomosis americana es una enfermedad infecciosa, sistémica y
cronica causada por la infeccion con el protozoario unicelular Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Esta patolo-
gia es una zoonosis compleja transmitida por varias especies de triatominos hematéfagos y sostenida
por mas de setenta géneros de mamiferos que actian como reservorio, entre los cuales se encuentra el
ser humano. La existencia de este parasito fue descrita en 1909 por el médico brasilefio Carlos Chagas.

Anos mas tarde, el médico argentino Salvador Mazza redescubri6 la enfermedad, al realizar los pri-
meros diagndsticos de tripanosomosis americana en Argentina entre los afos 1934 y 1943 (Mazza S.,
1934; Mazza S. y col., 1936; Mazza S., 1943).

La infeccion con este parasito puede permanecer por muchos anos de forma asintomatica, pero alre-
dedor de un 30% de los individuos infectados desarrollan en la etapa crénica de la enfermedad severos
mega-sindromes cardiacos, digestivos, 0 ambos (Tanowitz HB. y col., 2009). Entre estos sintomas, la
insuficiencia cardiaca congestiva, consecuencia de la miocardiopatia dilatada, constituye la mas seria y
frecuente manifestacion clinica en pacientes con infeccidn crénica por T. cruzi (Ribeiro AL. y col., 2012).
Este fendmeno se asocia a la persistencia parasitaria que va acompafiada de un intenso infiltrado infla-
matorio que, secundariamente, desemboca en remodelacion cardiaca con agrandamiento de las camaras
cardiacas, adelgazamiento parietal y fibrosis intersticial.

La infeccion por T. cruzi es endémica en una gran extension del continente americano, que comprende
desde el sur de Estados Unidos hasta la Argentina y Chile (Reisenman CE. y col., 2010).

Se estima que existen entre 8 y 15 millones de casos de infeccién por T. cruzi, y que cada afio hay
aproximadamente entre 50.000 y 200.000 casos nuevos, evidenciando que la prevencién y el control
son limitados. Sumado a esto, el diagndstico y las opciones terapéuticas no son del todo satisfactorias,
dando lugar a que aproximadamente 20.000 personas con enfermedad de Chagas mueran cada afio por
problemas cardiacos en zonas endémicas (Tanowitz HB. y col., 2009; Rassi A. Jr. y col., 2010; Tarleton
RL. y col., 2007).
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1.1. Agente etiologico

T. cruzi, agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, es un parasito intracelular que se ubica
taxondomicamente dentro del reino Protista, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, especie
Trypanosoma cruzi. (Fig. 1). Es transmitido por al menos 40 especies diferentes de triatomineos a mas de
1.000 especies de mamiferos incluyendo el ser humano, (Brener Z. y col., 2000; Rassi A. Jr. y col., 2010).

Citostoma

Axonema
Varilla paraflagelar

Vacuola contractil
Bolsillo flagelar—

Kinetoplasto
Nuacleo

Glicosoma
MNucléolo

Reservosoma

Microtubulos

Figura 1. Representacion esquematica de T. cruzi. Las principales formas celulares de los
tripanosomatidos estan dadas por la presencia del flagelo y la posiciéon del kinetoplasto con
respecto al nucleo. Este esquema representa el estadio epimastigote. (Adaptado de Docampo R. y
col., 2005).
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1.2. Ciclo de vida de T. cruzi

Una caracteristica especifica de los tripanosomatidos es que cambian de estadio durante su ciclo de
vida. Estos cambios son producto de procesos adaptativos en funcion a la gran diversidad de ambientes
a lo que se exponen.

Los vectores que transmiten la enfermedad al ser humano pertenecen a la Familia Reduviidae, sub-
familia Triatominae. Dentro de los mas importantes en la transmisién de T. cruzi se encuentra Triatoma
infestans, popularmente llamada chinche gaucha o vinchuca.

En el siguiente esquema se resume el ciclo de vida del parasito:

En el triatomino En el hombre

Los tripomastigotes penetran en las
diferentes células alrededor de la picadura.
En su interior se transforman en amastigotes

Picadura del triatomino
(paso de los tripomastigotes metaciclicos
en las heces del animal)

' 4 —-—J
Tripomastigotes mataciclicos / ﬁ

en el intestino / &

Los amastigotes se multiplican
o e por fisién bnj_ana en las células de
pueden infectar los tejidos infectados
nuevas células

Multiplicacion en
el estbmago \

Epimastigote en
\/ Los amastigotes intracelulares se

el estomago %
|
transforman en tripomastigotes,

~ Picadura del triatomino salen de la célula y después
(ingestién de tripomastigotes) entran en circulacion sanguinea

Figura 2. Representacion esquematica del ciclo de vida de T. cruzi

1.3. Fases de la enfermedad de Chagas
1.3.1. Fase Aguda

La fase aguda de esta enfermedad dura de 4 a 8 semanas, durante las cuales ocurren repetidos ciclos
asincronicos de multiplicacion del parasito, destruccion de células hospedadoras e invasion de nuevas
células (Bern C. y col., 2011). El diagndstico en esta etapa es primariamente parasitolégico, donde pue-
den observarse tripomastigotes moviles en preparaciones frescas de sangre, pudiendo ser los analisis
seroldgicos negativos (Tanowitz HB. y col., 2009; Rassi A. Jr. y col., 2010).

Esta fase puede cursar con sintomatologia leve como fiebre o malestar, o mas grave con resfrio, nau-
seas, vomitos, diarrea, erupciones, e irritacion meningea o puede ocurrir que sea asintomatica. En fase
aguda severa se presenta miocarditis, meningoencefalitis, esplenomegalia y agrandamiento de nédulos
linfaticos, llegando a una tasa estimada de casos fatales del 0,25% al 0,50%, debida a las fallas cardiacas
arritmias y bloqueo cardiaco (Bern C. y col., 2011). El chagoma es uno de los signos mas caracteristicos.
Se presenta como una lesién inflamatoria que consiste en una zona de endurecimiento cutaneo en el sitio
de entrada del parasito, que tiene un color rojo con alta temperatura local y tiende a desaparecer al cabo de
2 o0 3 meses. Otra manifestacion propia es el signo de Romania, un edema periorbital unilateral que toma
color morado con conjuntivas rojas que junto a la conjuntivitis, linfoadenopatia y hepato-esplenomegalia
han sido descriptos en pacientes en fase aguda (Tanowitz HB. y col., 2009).

11
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Las manifestaciones de esta etapa se resuelven espontdneamente en el 90% de las personas infec-
tadas incluso en personas no tratadas con drogas tripanocidas. Sin embargo, aunque los parasitos ya
no son detectables en sangre, no son completamente eliminados, e infectan células de varios tejidos
especificos persistiendo indefinidamente durante la vida del hospedador (RassiA. Jr. y col., 2012). Luego,
los pacientes entran a la etapa indeterminada, actualmente eliminada de clasificacién de las fases de la
enfermedad. La misma se caracteriza por presentar serologia positiva y ausencia de manifestaciones
clinicas atribuibles a la infeccion (Tanowitz HB. y col., 2009; Bern C. y col., 2011).

1.3.2. Fase cronica

Una vez transcurrida la fase aguda, la respuesta inmune del hospedero logra controlar la parasitemia
dando comienzo a la siguiente fase de la infeccion. Habitualmente, esta etapa es asintomatica y se extiende
durante toda la vida del paciente. Desde el punto de vista epidemioldgico estos pacientes constituyen un
reservorio importante de la infeccion. Por razones que aun se desconocen, aproximadamente 30% de
los individuos puede presentar manifestaciones clinicas luego de un periodo comprendido entre 10 a 20
afos. Cuando estas manifestaciones aparecen, los pacientes pueden presentar compromiso de diferen-
tes 6rganos, por lo cual los sintomas y/o signos clinicos que se observan son de expresion variada. Sin
embargo, las formas cardiacas y digestivas son las de mayor relevancia epidemioldgica (Prata A., 2001).

Los primeros sintomas de la afeccion cardiaca comprenden anomalias en el sistema de conduccion,
particularmente por bloqueo completo de la rama derecha o hemibloqueo de la rama anterior izquierda
del haz de His (Rassi A. Jr. y col., 2012). A medida que la enfermedad progresa, los pacientes desarrollan
arritmias auriculares y ventriculares, disfuncion ventricular izquierda, eventos tromboembdlicos, miocardio-
patia dilatada e insuficiencia cardiaca congestiva. Estos cambios son de caracter irreversible y conducen
a las personas infectadas a una situacion invalidante con alteraciones estructurales y funcionales del
miocardio que pueden conducir a la muerte (Machado FS. y col., 2012).

Las alteraciones descriptas tanto para la fase aguda como para la crénica suelen ser diversas y de-
penden tanto del contexto genético del huésped, de la edad, su estado inmunolégico y nutricional, asi
como de las caracteristicas bioldgicas del parasito (cepa, virulencia, indculo). Hasta hace poco tiempo
se consideraba que esta forma de la enfermedad era producto de una reaccion autoinmune producida
por los auto-anticuerpos generados en la infeccién con T. cruzi. (Goin JC. y col., 1994; Borda ES. y col.,
1996). Recientemente se ha confirmado la persistencia del parasito en el desarrollo y progresion de la
miocardiopatia chagésica (Rassi A. Jr. y col., 2010).

1.4. Tratamiento

A pesar del tiempo transcurrido desde el descubrimiento de la enfermedad de Chagas, aun no se dis-
pone de una quimioterapia totalmente eficaz para el tratamiento de la misma. Las drogas mas utilizadas
en la actualidad son nitrofuranos: (RS)-N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2-furil) metanimina
(Nifurtimox, Lampit® Bayer), sintetizado en 1952, y el derivado de 2-nitroimidazol N-bencil-2-(2-nitroimida-
zol-1-il) acetamida (Benznidazol), sintetizado en 1968. Estos compuestos ejercen su actividad biologica a
través de la formacién de radicales libres y/o metabolitos electroliticos (derivados nitrosos e hidroxilamina)
o por inhibicion directa de las enzimas involucradas en la detoxificacion del parasito (Maya J. col., 2010).
Sin embargo, el tratamiento no siempre es efectivo, observandose casos de resistencia (Mejia AM. y col.,
2012; Alsford S. y col., 2013) y, ademas, presentan alta toxicidad sistémica, siendo los efectos adversos
causa frecuente de suspension de la terapia (Castro JA. y col., 2006; Viotti R. y col., 2009).

En la actualidad no existen farmacos que superen la accion parasiticida del Nifurtimox o Benznidazol.
Numerosos compuestos quimicos naturales o sintéticos con potencial actividad tripanosida estan en fase
de experimentacion, incluyendo al alopurinol, ketoconazol e itraconazol, quinonas, antioxidantes y otros
farmacos de uso clinico, tales como fenotiazinas (Apt W. y col., 2005; Maya JD. y col., 2007; Urbina JA.,
2009). Sin embargo, por diversas razones (insensibilidad o resistencia, insolubilidad, toxicidad o eficacia
clinica baja) la mayoria de los compuestos estudiados no han demostrado ser mejores que los antipa-
rasitarios utilizados en la actualidad (Maya JD. y col., 2010). El tratamiento antiparasitario est4 indicado
para todos los casos de enfermedad aguda, congénita y reactivada. La decisién de tratar a los pacientes
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con Chagas croénico todavia sigue siendo algo controvertido (Reyes PA. y col., 2005). Los resultados
de los ensayos con Benznidazol en pacientes adultos con enfermedad de Chagas crénica, basados en
indicadores seroldgicos y parasitologicos (ensayos TRAENA), sugieren que dicho tratamiento induciria a
una menor progresion clinica de la enfermedad (Riarte A. y col., 2013).

En todos los casos anteriormente descriptos se indica acompanamiento médico y pruebas de labo-
ratorio clinico a fin de monitorear al paciente ya que el tratamiento presenta efectos colaterales como
anorexia, pérdida de peso y manifestaciones digestivas como nauseas, vomitos y ocasionalmente célicos
intestinales y diarrea. También son frecuentes los efectos dermatolégicos, como erupcion cutdnea macu-
lopapular y dermatitis alérgica. Las complicaciones mas graves son agranulocitosis, fiebre y septicemia.
Estas manifestaciones de intolerancia o hipersensibilidad podrian evitarse con la reduccion de la dosis
0 suspensién del farmaco.

Las drogas tripanocidas actuales seguiran siendo por el momento las de eleccion ya que el mercado
que representan los pacientes chagasicos no motiva la investigacion y desarrollo de nuevas drogas por
parte del sector privado o las autoridades nacionales y organismos como la OPS y OMS no han definido
aun estrategias concertadas para enfrentar este problema (Médicos sin fronteras, 2003).

2. Respuesta inflamatoriay T. cruzi

Existe consenso de que la infeccion por T. cruziinduce en el sistema inmune del hospedero complejos
procesos inflamatorios a nivel de los tejidos para garantizar el control del crecimiento del parasito. La
respuesta inmune que se desata es crucial para otorgar proteccion contra esta enfermedad. Sin embargo,
los desequilibrios inmunoldgicos pueden conducir a lesiones en tejido cardiaco, tracto digestivo o a nivel
sistémico en los pacientes que padecen la enfermedad de Chagas.

La intensa respuesta inflamatoria que se desata durante la etapa aguda de la enfermedad y que se
extiende hasta los primeros periodos de la fase crénica, es la que determinaria como se manifestaran
los diferentes sintomas que se observan durante la infeccion cronica. Después de la invasion, los tripo-
mastigotes de T. cruzi infectan a una variedad de tipos celulares incluyendo, macréfagos, células mus-
culares, miocardiocitos, neuronas, fibroblastos, etc. Entre estas células, los macréfagos infectados y los
miocardiocitos son unos de los principales productores de citoquinas pro inflamatorias, como factor de
necrosis tumoral (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6) e interleuquina 1 beta (IL-18) (Tarleton RL., 1988; Hov-
sepian E. y col., 2011) y de enzimas pro inflamatorias, entre ellas la éxido nitrico (NO) sintasa inducible
(iNOS o NOS2), cuyo metabolito, el NO, es de gran importancia para la eliminacién de los parasitos y
para proporcionar las sefiales inflamatorias necesarias de la respuesta inmune adaptativa (Teixeira M.
y col., 2002). Sin embargo, la produccion en exceso de estos mediadores inflamatorios puede producir
importantes dafios en diversos tejidos (Gutierrez F. y col., 2009).

Las lesiones provocadas en la fase aguda de la enfermedad se caracterizan por la presencia de
reacciones inflamatorias localizadas, con un predominio de células mononucleares en diferentes focos
o con la formacién de granulomas localizados principalmente en musculo esquelético y tejido cardiaco
(Coura JR. y col., 2010).

Durante la fase crénica asintomatica, se evidencia que la respuesta inflamatoria persiste, aunque pre-
senta caracteristicas inmunomoduladoras. Las bases moleculares de esta supuesta modulacion inflama-
toria aun no han sido del todo esclarecidas. Se han propuesto diversos mecanismos, como la produccion
escasa de IFN-y y TNF-a (Ferreira RC. y col., 2003; Talvani A. y col., 2004) y la alta produccion de IL-10
ejercida por monocitos (Souza PE. y col., 2004). Estas citoquinas se encuentran en niveles mas elevados
en pacientes con miocardiopatia chagasica cronica (MCC) que en pacientes cronicos asintomaticos, este
hecho, entre otros, podria contribuir al desarrollo de la severa miocardiopatia encontrada en esta patologia
(Correa-Oliveira R. y col., 1999; Gomes J. y col., 2003; Souza P. y col., 2004). La pérdida progresiva de
los miocardiocitos en la MCC, ya sea por efecto directo del parasito o del proceso inflamatorio induciria
fibrosis cardiaca, como mecanismo de sustitucion del tejido necrético. Hay deposicion progresiva de
fibronectina, laminina y colageno tipo lll y IV en las zonas de infiltracién de células inflamatorias, que se
expanden y distorsionan la matriz extracelular (MEC), pudiendo interferir con la funcion contractil del corazén
(Machado FS. y col., 2012). Por otro lado, los macréfagos activados como consecuencia de la infeccidn
liberan citoquinas y proteasas que amplificarian esta degradacion. Todos estos fendmenos producirian
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la destruccion focal progresiva de los componentes de la MEC durante todo el curso de la enfermedad,
particularmente en el apice del ventriculo izquierdo, favoreciendo la formacion del aneurisma de punta
que caracteriza la MCC (Tanowitz HB. y col., 2009).

2.1. Mediadores inflamatorios

Ante la presencia de un patdégeno, las células del sistema inmune disparan la produccion de sustancias
quimicas que mediaran el desarrollo del proceso inflamatorio. Aunque la gran mayoria de estas sustancias
son producto de células inflamatorias y de sistemas enzimaticos del plasma que participan en la respuesta
inflamatoria, algunas también pueden ser liberadas por otros tejidos. Estos mediadores inflamatorios mo-
dulan una variedad de eventos inmunolégicos y metabdlicos y pueden tener efectos autécrinos, paracrinos
0 enddcrinos. Se pueden clasificar principalmente en: a) Aminas vasoactivas: histamina y serotonina, b)
Proteasas plasmaticas: Sistema de quininas, del complemento y de la coagulacion, c¢) Mediadores lipi-
dicos: leucotrienos, prostaglandinas y factor activador de plaquetas (PAF) d) Citoquinas y quimioquinas:
IL-1, TNF-q, IL-6 e IL-8, y ) Especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS): H202, O2- y NO.

2.1.1. Citoquinas

Las citoquinas, entre los diferentes mediadores inflamatorios, cumplen un papel fundamental ya que
median la induccién y modulacion de la respuesta inflamatoria con el fin de resolver el proceso infeccioso.
Son polipéptidos producidos por diversos tipos celulares que ejercen sus efectos a través de la interac-
cion con receptores de membrana especificos, induciendo diversas vias de sefalizacion intracelular (por
ejemplo, a través de ERK/MAPK y NF-kB). La produccion de estas moléculas esta generalmente autolimi-
tada y aunque en general poseen una vida media corta, algunas de ellas pueden persistir en circulacion
durante largos periodos de tiempo. Los efectos ejercidos por las citoquinas son altamente pleiotropicos y
redundantes y poseen la capacidad de inducir la sintesis y liberacion de nuevos mediadores inflamatorios
por células endoteliales, macréfagos y linfocitos activados.

Clasificacion

A través de experimentos in vitro con clones de linfocitos T de ratén, las citoquinas mas importantes
implicadas en la inflamacién se han clasificado clasicamente como Th1 y Th2 (Mosmann T. y col., 2009).
Entre las citoquinas de tipo Th1 se encuentran IL-2, IFN-y, IL-6, TNF-a e IL-13 que inducen tanto una
respuesta mediada por células, como una respuesta humoral. En cambio, las células Th2 producen IL-10
e IL-4, que colaboran a la respuesta inmune humoral y poseen propiedades antiinflamatorias. El fenotipo
de secrecion de las citoquinas depende, entre otros factores, del estado de diferenciacion de las células,
del microambiente en el que se encuentran, como del agente infeccioso que esté involucrado (Mosmann
T. y col., 2009).

Citoquinas proinflamatorias: IL-13, TNF-a e IL-6

IL-1B, TNF-a e IL-6 participan en la induccién de la respuesta inflamatoria aguda, local y sistémica con
el fin de eliminar el agente causal del proceso infeccioso. Atal fin, actian sobre las diferentes poblaciones
celulares cercanas al foco inflamatorio, que en conjunto culminan en el reclutamiento de leucocitos al
sitio de infeccion.

IL-18 y TNF-a incrementan el reclutamiento y maduracion de macréfagos y polimorfosnucleares (PMNSs).
Entre los efectos paracrinos que poseen estas citoquinas se encuentra el incremento de la permeabilidad
y proliferacion vascular y la sintesis de colageno en el tejido cardiaco. Ademas, estimulan la produccion
de proteinas de fase aguda como proteina C-reactiva, a-1-antitripsina, ceruloplasmina, haptoglobina, fibri-
ndgeno, proteina amiloide sérica, etc. por los hepatocitos y actuan sobre el hipotalamo induciendo fiebre.

IL-6 posee propiedades fisioldgicas similares a las de TNF-a pero con menor capacidad para producir
shock. Esta citoquina esta vinculada a fendmenos hematoldgicos y metabdlicos agudos que se asocian
con la sepsis (Lippitz B., 2013).
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TNF-a es una de las citoquinas mas estudiadas en la fisiopatologia cardiaca ya que posee efectos
directos sobre la contractilidad de los miocardiocitos y se ha demostrado que altera la homeostasis del
calcio (Ca*™) (Janczewski A. y col., 2010).

Entre los efectos negativos de TNF-a se encuentran el colapso circulatorio y el dafio de 6rganos so6-
lidos. Esta citoquina posee propiedades procoagulantes que favorecen los fendmenos trombdéticos de la
microcirculaciéon que pueden llevar a la necrosis celular y a un aumento de la permeabilidad. Ademas,
contribuye a producir una depresion miocardica y acumulo de macrofagos y PMNs activados en los
lugares de inflamacion o lesion (Waters JP. y col., 2013). Al igual que TNF-a, IL-6 también es producida
en el miocardio y ambas participan como mediadores de procesos proinflamatorios provocando dafio al
tejido y conduciendo al fallo cardiaco. Ambas contribuyen al desarrollo y progresién de la insuficiencia
cardiaca ya que promueven la hipertrofia de miocardiocitos, activan las metaloproteasas de la matriz
(MMPs), provocan disfuncion contractil e inducen apoptosis (Engel D. y col., 2004; Gwechenberger M. y
col., 2004; Yndestad A. y col., 2007).

Por otra parte, las células no inmunes responden a la infeccién por T. cruzi produciendo citoquinas y
mediadores inflamatorios. Por ejemplo, la infeccion de células gliales entéricas con T. cruzi provoca la
induccion directa de IL-1B e IL-6 (da Silveira AB. y col., 2007). Ademas, se observa una alta produccién
de citoquinas proinflamatorias en células endoteliales infectadas con T. cruzi (Pinto AM. y col., 2011). Es-
tudios en miocardiocitos aislados de ratones infectados indican que estas células responden a la infeccién
produciendo citoquinas y mediadores proinflamatorias (Ba X. y col., 2010; Hovsepian E. y col., 2011). En
conjunto, estos resultados resaltan la importancia de las dos respuestas, inflamatoria y antiinflamatoria,
durante la infeccién por T. cruzi, e indican que el balance entre las citoquinas Th1 y Th2 es determinante
para el desarrollo favorable de esta patologia (Machado FS. y col., 2012).

2.1.2. Especies reactivas: Oxido nitrico

Durante la inflamacién, la accion combinada de hormonas, citoquinas y segundos mensajeros, deno-
minados senales de “arranque” conducen al reclutamiento de mastocitos y leucocitos. Estas células, tras
un fuerte aumento del consumo de oxigeno, “estallido respiratorio”, dan paso a una masiva liberacion de
ROS y RNS, colectivamente denominadas RONS, incluyendo NO, O,-, H,O, y acido hipocloroso (HCIO),
a niveles muy por encima del umbral téxico.

El NO es un radical libre gaseoso que tiene una vida media corta, entre 6 y 10 segundos y un alto
potencial de difusion. Bajo condiciones normales, reacciona con oxigeno y es convertido a nitritos (NO,’)
y nitratos (NO,"). Bajo condiciones fisiologicas, el NO (concentraciones en los rangos pM o nM) actia
como segundo mensajero en el sistema nervioso central, inhibe la adhesién y agregacion plaquetaria y
confiere citoproteccion. Sin embargo, a altas dosis el NO puede interactuar con otras especies para ge-
nerar RONS, cuyos efectos pueden ser deletéreos para las células debido a su alta capacidad oxidativa.

Existen tres isoformas de NO sintasas (NOS), NO sintasa neuronal (hnNOS, NOS1), NOS inducible
(INOS, NOS2), y la NOS endotelial (eNOS, NOS3), todas ellas producen NO por conversién de L-arginina
a L-citrullina. NOS1 y NOS3 se expresan constitutivamente y sintetizan bajas concentraciones de NO en
respuesta a cambios en los niveles de Ca** y calmodulina (CaM).

En particular, la isoforma NOS2 o0 iNOS es una enzima de 130 kDa activa en su forma dimérica y, a
diferencia de las otras isoformas, se caracteriza por estar regulada a nivel transcripcional y por ser insen-
sible a Ca*/CaM (Pautz A. y col., 2010). Esta enzima, en contraste con las otras dos isoenzimas, puede
producir continuamente altas cantidades de NO en respuesta a diversas citoquinas (TNF-a, IL-183, IFN-y)
u otros estimulos tales como la presencia de LPS (Pautz A. y col., 2010). Dentro de los diferentes tipos
celulares que expresan NOS2 se encuentran hepatocitos, células endoteliales, monocitos, miocardiocitos,
células mastoideas y células musculares lisas (Kleinert H. y col., 2004).

La participacion multifacética del NO en la fisiologia cardiaca estd modulada por una estricta regulacién

molecular de las tres isoformas de NOS. Cada una posee un determinado confinamiento espacial celular
y son susceptibles a modulacion alostérica postraduccional.
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3. Resolucioén de la inflamacién
3.1. Receptores activados por factores de proliferacion peroxisomal: PPAR

Los PPAR son receptores nucleares pertenecientes a la superfamilia de receptores de hormonas este-
roideas de tipo 1. Son conocidos como sensores bioldgicos del metabolismo de lipidos, en particular de los
niveles intracelulares de acidos grasos. Ademas de estas funciones, estos receptores estan involucrados
en otros procesos bioldgicos importantes tales como, crecimiento, desarrollo, apoptosis y resolucion de
la inflamacion en una amplia variedad de células (Pazienza V. y col., 2012).

Cuando fueron descubiertos a mediados del afio 1990, a través de la clonacion de un receptor murino,
se observo que estos receptores se activaban por compuestos xenobiéticos que causaban la proliferacién
de peroxisomas hepaticos en roedores, de ahi el nombre PPAR (Issemann I. y col., 1990).

Las diversas funciones de los PPAR son mediadas por tres subtipos diferentes de este receptor,
codificados por distintos genes (PPARa-NR1C1, PPARB/3-NR1C3 y PPARy-NR1C2). Estos subtipos se
expresan en diferentes tejidos y en diferentes etapas de desarrollo de la célula, pudiendo presentar ligan-
dos, genes blanco y papeles biolégicos distintos (Escher P., y col., 2000). Esta multiplicidad de subtipos
es un importante factor que contribuye tanto a la diversificacion, como a la especificidad de senales. Por
lo tanto, la activacién de los PPAR es altamente dependiente del tipo celular (Nielsen R. y col., 2006).

En particula PPARy es un modulador del metabolismo de &cidos grasos y lipidos. Posee importantes
funciones antiinflamatorias en macroéfagos y en diversos tejidos, como el cardiaco. Este subtipo de receptor
nuclear contribuye a la sensibilizacion a la insulina, en parte, a través de la regulacion de adiponectina
(Harmon GS. y col., 2011). A partir de este descubrimiento, se desarrollaron farmacos agonistas de PPARYy:
las tiazolidinedionas (TZDs) o glitazonas, que son utilizados para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo Il por su accién sensibilizadora a la glucemia en tejidos periféricos y por aumentar la expresion en
membrana del transportador Glut-4 de glucosa (Hauner H., 2002). Los principales representantes de las
TZDs son rosiglitazona, pioglitazona y ciglitazona (Cariou B. y col., 2012).

Ademas, PPARy puede ser activado por varios ligandos fisioldgicos como el acido docosahexaenoi-
co, acido linoleico, LDL y eicosanoides entre los que se destaca la prostaglandina 15-deoxi-A'214-PGJ2
(15dPGJ2), un derivado de PGJ2, producto de deshidratacion de PGD2 (Moraes LA. y col., 2006). No se
conocen ligandos antagonistas endégenos de PPARYy, aunque su actividad transcripcional esta inhibida
por la unidn de moléculas co-represoras. Sin embargo, existen antagonistas sintéticos.

Los tres subtipos de PPAR (a, B/8 y y), se encuentran en el nicleo de manera constitutiva e inactiva,
formando un complejo con moléculas co-represoras que inhiben la transcripcion génica (McKenna NJ. y
col., 2002). Para que estos receptores sean activos como factores de transcripcién deben, no sélo acoplar
un ligando agonista a su estructura, sino también formar un dimero con el receptor del acido retinoico
(RXR) (Kodera Y. y col., 2000).

3.1.1. PPARYy y la modulacién de la respuesta inflamatoria

La expresion de PPARy en macréfagos humanos y murinos fue descrita por primera vez en 1998 por
tres grupos de investigacion diferentes (Jiang C. y col., 1998; Ricote M. y col., 1998; Tontonoz P. y col.,
1998). Los estudios iniciales llevados a cabo por los laboratorios de Seed (Jiang C. y col., 1998) indicaban
que la activacion farmacolégica de PPARy atenuaba la expresion de moléculas proinflamatorias como
IL-1B, TNF-a e IL-6 en estas células. Un estudio mas exhaustivo de este mecanismo mostré que PPARy
posee un efecto represor sobre diversos factores de transcripcion, como NF-kB (por interaccion con p50
y p65) (Chung SW. y col., 2000), AP-1 (al interaccionar con c-Jun) (Subbaramaiah K. y col., 2001; Wang
N. y col., 2002) y STAT1 (Daynes RA. y col., 2002). Al activarse, PPARYy “secuestra” los coactivadores
presentes en el nucleo, de tal manera que estos no estan disponibles para otros factores de transcripcion.
Este método de inhibicidon se conoce como trans-represion transcripcional. Ademas puede interactuar
fisicamente con otros factores de transcripcion (por ejemplo con la subunidad RelA/p65 de NF-kB) impi-
diendo su funcionamiento: este fendmeno se conoce como acoplamiento cruzado. Asi, la activacion de
PPARYy tiene la capacidad de inhibir la actividad de factores de transcripcién implicados en la inflamacion,
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disminuyendo la expresion de sus genes diana que comprenden citoquinas y sus receptores, moléculas
de adhesioén y enzimas inducibles.

3.1.2. 15-deoxi-A12'4-PGJ2 (15dPGJ2): Ligando natural de PPARy

La prostaglandina 15dPGJ2 fue descripta por primera vez en 1983 como un producto de degradacién
de PGD2 (Fitzpatrick FA. y col., 1983) y en 1995 se descubrié que 15dPGJ2 era un ligando especifico del
subtipo y de los PPAR (Forman BM. y col., 1995; Kliewer SA. y col., 1995). Aunque la afinidad de 15dPGJ2
por PPARy (Kd=300 nM, aprox.) es significativamente menor que la de las hormonas esteroideas por sus
receptores intracelulares, representa el ligando natural mas especifico para PPARY (Berger J. y col., 2002).

== COOH -
- e 0] *
Acido Araquidénico . ai1214
15deoxi-A ™ "-PGJ,

t Ciclooxigenasas

l HQO4
*
K N

OOH g

OH
PGG
: Otras prostaglandinas A"-PGJ,
(PGE,, PGF,,, PGI,, etc.)
y tromboxanos
OH *
A= NcooH_PED, (Y N\= A\ COOH f mm
Cl\#\/\/\/ 3'”t353

OH OH

PGH, PGD, PGJ,

12 14
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Ha sido ampliamente descripto que 15dPGJ2 puede ejercer efectos que involucrarian acciones in-
dependientes de PPARYy, ya que éstos son demasiado rapidos como para modular la expresién génica
via su receptor. Por ejemplo, ha sido demostrado que 15dPGJ2 inhibe la activacién de la via de NF-kB
impidiendo la degradacion de las proteinas inhibitorias IkB por inhibicion del complejo IKK. Ha sido docu-
mentado que esto ultimo también se debe a que 15dPGJ2 ejerce modificaciones de tipo covalentes sobre
los dominios de unién al ADN de las subunidades p50 y p65 (Sher JU. y col., 2009). Asimismo, nuestro
grupo ha demostrado en cultivos primarios de miocardiocitos estimulados con LPS que 15dPGJ2, pero
no rosiglitazona, inhibe la respuesta inflamatoria de manera independiente de PPARy (Hovsepian E. y
col., 2010).
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OBJETIVOS

1. Objetivo general

I.  Estudiar en un modelo murino de infeccion experimental con T. cruzi los efectos del tratamiento con
15-Deoxi-A"2"* Prostaglandina J2 (15dPGJ2) sobre la carga parasitaria y mediadores inflamatorios
en corazon, higado, bazo y musculo esquelético.

2. Objetivos especificos

I. Caracterizar los efectos de 15dPGJ2 sobre la carga parasitaria, en corazén, higado, bazo y musculo
esquelético de ratones infectados con T. cruzi.

[I. Evaluar los efectos del tratamiento con 15dPGJ2 sobre la expresion de mediadores inflamatorios
como NOS2 y citoquinas, en corazoén, higado, bazo y musculo esquelético de ratones infectados con
T. cruzi.

MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos

+ Para el tratamiento in vivo de los ratones, se utilizé el agonista de PPARYy, 15-deoxi-A'2'* PGJ2 de
Cayman Chemical Co.

* Los anticuerpos empleados fueron de Santa Cruz Biotechnology Inc. (anti-NOS2) y de Sigma-Aldrich
Co., (o-actina y los anticuerpos secundarios conjugados con HRP o FITC).

* Losreactivos utilizados para las técnicas de electroforesis fueron adquiridos en Bio-Rad Laboratories.
La membrana de PVDF Immobilon-P empleada en la transferencia de proteinas fue adquirida en
Millipore™ (Biopore), y los reactivos quimioluminiscentes fueron suministrados por Sigma-Aldrich Co.
El tampdn de lisis OGP para la obtencion de extractos proteicos totales también fue de Sigma-Aldrich
Co., asi como la combinacién de inhibidores de Proteasas (Protease Inhibitor Cocktail). EI Nonidet
P-40 10% fue de Roche Applied Science. El reactivo para la determinaciéon de la concentracion de
proteinas (Bio-Rad Protein Assay) fue adquirido en Bio-Rad Laboratories y la BSA fue de Sigma-Aldrich
Co.

« EITrizol, la transcriptasa reversa (M-MVL) y el inhibidor de ribonucleasas (RNAsa OUT™), asi como
los cebadores utilizados en las PCR cuantitativas a tiempo real fueron de Life Technologies, Inc. El
kit de DNAsa utilizado fue de Promega, el oligo dT utilizado fue de Biodymanics S.R.L. y el reactivo
empleado en las Q-RT-PCR fue 5x HOT FIREPol Eva Green gPCR Mix Plus (ROX), de Solis Biodyne,
adquirido en Biocientifica S.A.

» Para la extraccion de ADN gendmico se utilizé la Proteinasa K, aislada de hongos, de Invitrogen
(Alemania). El etanol, el 2 propanol, el éter y el cloroformo fueron adquiridos en Merck, mientras que
el alcohol isoamilico fue proporcionado por Mallinckrodt. Por ultimo, utilizamos Fenol de Carlo Erba
(Francia).

2. Modelo in vivo
2.1. Ratones

Se utilizaron ratones BALB/c de 8 semanas de edad, de sexo masculino. Estos fueron infectados con
parasitos de la cepa RAde T. cruziy sacrificados por dislocacion cervical. Los ratones fueron mantenidos
en el bioterio del Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina-
UBA. Los animales se mantuvieron en grupos de 4-6 por jaula, recibieron la dieta habitual de bioterio
(alimento balanceado) y se respetaron los ciclos de 10 horas de luz y 14 horas de oscuridad. En todos
los experimentos, la dieta y el agua fueron administradas ad libitum. El cuidado de los animales se llevo
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a cabo segun normas institucionales. Todos los animales fueron aprobados por el comité institucional
para el uso y cuidado de animales de laboratorio y el colegio de médicos de la Universidad de Buenos
Aires, Argentina. Los protocolos se rigen por las normas de la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SE-
NASA), y estan basados en las guias de uso y cuidado de animales de laboratorio del Instituto Nacional
de Salud de Estados Unidos.

2.2. Parasitos

En este trabajo de tesis se utilizaron tripomastigotes de la cepa RA de T. cruzi, aislada de un paciente
en la etapa aguda de la enfermedad de Chagas por Gonzalez Cappa SM, y colaboradores en 1981; ac-
tualmente perteneciente al linaje VI, (Zingales B. y col., 2009). Esta cepa es mantenida en el laboratorio
mediante pasajes sucesivos en ratén, por inoculacion de 1x103 tripomastigotes por via intraperitoneal (ip)
cada 7 dias. Para este fin, los animales son sacrificados en el pico de parasitemia, 10 dias post infeccion
(dpi) y sangrados en esterilidad por puncion cardiaca.

La sangre obtenida es diluida 5:1 en medio de cultivo RPMI (suministrado por Life Technologies Inc.
(Gibco™), el SFB utilizado fue de Internegocios S.A., los antibidticos penicilina y estreptomicina fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich Co. al igual que la tripsina de pancreas porcino), centrifugada a 400g du-
rante 7 minutos a temperatura ambiente, y mantenida en bafio a 37°C por 1 hora. Los tripomastigotes
del sobrenadante son aislados y centrifugados a 5000g durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante es descartado y el recuento de parasitos se realiza en camara de Neubauer.

2.3. Drogas y tratamiento

Para la obtencién del modelo de infeccion con T. cruzi se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de dos
meses de edad. En el modelo letal utilizado, los ratones fueron inoculados con 1x10° parasitos, por via
ip, de la cepa RA de T. cruzi. Los ratones BALB/c sin infectar o infectados fueron tratados diariamente
con la prostaglandina 15dPGJ2 (1mg/Kg por via ip). Se incluyeron los siguientes grupos experimentales:

» Ratones sin infeccion.

» Ratones sin infeccidn y tratados con la prostaglandina 15dPGJ2.
» Ratones infectados con la cepa RA de T. cruzi.

* Ratones infectados con RA de T. cruzi y tratados con 15dPGJ2.

3. Determinacion del parasitismo
3.1. Parasitemia

A diferentes dpi se obtuvo sangre a partir de un corte en el extremo de la cola de ratones infectados
tratados y no tratados con 15dPGJ2. Dicha sangre se diluyo cinco veces en buffer de lisis (150 mM NH-
,Cl, 0.1 mM EDTA, and 10 mM KHCQO,, pH 7,4) para luego medir la parasitemia en camara de Neubauer.

3.2. Parasitismo tisular

Para analizar si el tratamiento con 15dPGJ2 afecta al nimero y tamafio de nidos de amastigotes en
los tejidos estudiados (corazoén, higado, bazo y musculo esquelético), los 6rganos de ratones tratados y
no tratados con 15dPGJ2 fueron fijados y embebidos en parafina. Seis secciones no contiguas de 5um de
espesor fueron cortadas y tefiidas con Hematoxilina-Eosina. El nimero y tamafo de nidos de amastigotes
se examinaron usando el microscopio Nikon Eclipse 600 (Nikon Inc). Las imagenes fueron capturadas
usando una camara digital Spot RT. Al menos 30 campos (400X) al azar se examinaron en cada seccidn
(Mirkin GA. y col., 1994).
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3.3. Carga parasitaria
3.3.1. Extraccién de ADN

Se extrajo ADN gendmico de ratones infectados e infectados y tratados con 15dPGJ2. Para ello, 50mg
de cada tejido fueron disgregados manualmente utilizando 600mL de PBS 1X estéril. El producto fue cen-
trifugado a 15.000 rpm durante 10min a 4°C. Al cabo del tiempo indicado el sobrenadante fue descartado
y el pellet se incubd toda la noche con 20uL de Proteinasa K (0,6mg/mL) y 600uL de Buffer de lisis a 50°C.

Al dia siguiente se agrego6 un volumen (600uL) de Fenol:Clorof:lsoamilico (25:24:1) y se agit6 vigo-
rosamente para luego volver a centrifugar en las mismas condiciones anteriores. Una vez finalizada se
observaron 3 fases de las cuales se extrajo la capa acuosa superior. A la misma se le anadi6 1 volumen
de cloroformo, se lo agité vigorosamente y luego se centrifugd a 15000rpm durante 10 min a 4°C.

Luego se separé la fase acuosa y se le agrego éter etilico (la misma cantidad que se recuperd) y se
incubd a 50°C hasta que el éter sea evaporado totalmente.

Al pellet seco se le agregaron 50uL de acetato de amonio (10M) y 1 volumen de isopropanol a -20°C.
Luego se centrifugd durante 20min a 4°C y a 15.000rpm. El sobrenadante fue descartado, el pellet (ADN
gendmico) se lavd con etanol 70% y se volvid a centrifugar manteniendo las mismas condiciones. Para
finalizar, se retir6 el sobrenadante, se secd el ADNg a 37°C y se resuspendié en TRIS:EDTA 10:1.

3.3.2. Cuantificacion del ADN

Se realizaron diluciones 1/40 del ADNg con agua bidestilada y se procedi6 con la cuantificacion del
mismo mediante la utilizacion del espectofotometro UV-160A (UV visible recording spectrophotometer,
SHIMADZU). Se tomaron 2 longitudes de onda para medir la absorbancia: A1 260nm y A2 280nm, obte-
niendo una relacion optima de A1 /A2 = 1.9 en la mayoria de los casos.

ElI ADNg fue llevado a una concentracion final de 25ng/uL y almacenado a -20°C.

3.3.3. Preparacion del ADN y PCR cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR)

Con el fin de confeccionar una curva estandar de parasitos equivalentes de Trypanosoma cruzi para cada
uno de los tejidos estudiados, se tomaron 50mg de tejido sin infeccion parasitaria y se los infectd con 107
tripomastigotes. De esta manera se procedié con la extraccion de ADN genémico descripta anteriormente.

A continuacion se realizaron diluciones seriadas 1/10 del ADNg obtenido utilizando como diluyente ADNg
25ng/mL sin infectar, hasta obtener una concentracion final de 10" parasitos equivalentes/50ng de ADNg.
Una vez obtenido cada uno de los puntos para construir la curva estandar, se procedio con la Q-RT-PCR.

Los ensayos de Q-RT-PCR fueron realizados con el reactivo Eva Green y bajo la utilizacion de un
detector de secuencias Applied Biosystems 7500. Las secuencias de los cebadores, disefiadas con el
programa Primer Express (Applied Biosystems), se muestran en la tabla 1. Se utilizé la secuencia de
ADN satélite, altamente repetitivo, TCZ especifico de T. cruzi (Cummings KL. y Tarleton RL., 2003). Como
gen normalizador o control de carga, se utilizé un gen de Unica copia, tumor necrosis factor- a (TNF-a).

El protocolo de Q-RT-PCR consta de distintas fases: una etapa inicial de desnaturalizacién (95°C —
15min) y luego 40 ciclos de 95°C-15seg, 65°C 0 62°C (dependiendo del primer —tabla 1)-30seg y 72°C-1seg.

4. Sobrevida

Se evalud la sobrevida de los ratones infectados con T. cruzi, tratados y no tratados con 15dPGJ2,
mediante el test de Kaplan-Meier.
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5. Medicion de parametros inflamatorios
5.1. Extraccién de ARN total

Se extrajo ARN total de corazén, higado, bazo y musculo esquelético de ratones infectados con
T. cruzi o infectados y tratados (15dPGJ2) mediante la utilizacion del reactivo Trizol, siguiendo las instruc-
ciones del proveedor. EI ARN total obtenido fue tratado con ADNsa. La concentracion de ARN de cada
muestra fue determinada mediante espectrofotometria a una absorbancia de 260nm. La pureza del ARN
fue determinada con la razén entre 260-280nm. EI ARN total (1ug por muestra) fue transcripto en reversa,
mediante la utilizacién de oligo dT y dNTPs, segun indicaciones del fabricante de la transcriptasa reversa.

5.2. RT PCR cuantitativa y a tiempo real (Q-RT-PCR)

Se realizaron Q-RT-PCR con el reactivo EvaGreen (Solis Biodyne) mediante un detector de secuencias
Applied Biosystems 7700. En el protocolo de PCR utilizamos pares de primers especificos (Tabla 1). El
protocolo de PCR utilizado fue 50°C por 2min, 95°C por 15 min, 40 ciclos de 95°C por 15seg, 60°C por
30seg, 70°C por 1min, mas curva de disociacion. Los valores de todas las muestras fueron cuantificados
mediante el método relativo de comparacioén de ciclo-umbral (Ct) (Applied Biosystems), normalizadas con
la expresion del ARN de 18S ribosomal y comparada con sus respectivos controles. La Master Mix de la
reaccion estuvo constituida por 14,6ul agua bi destilada estéril, 10uM de cada primer y 3ul de Evagreen,
al cual se le agregaron 2ul de la muestra en una dilucion 1:10 (Hovsepian E. y col., 2011).

TNF-a F: 5-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3
R: 5-CCAAGCAGCGGATAGTTCAG-3’

TCZ F: 5-TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCC-3’
R: 5-CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC-3’

18s F: 5-AACACGGGAAACCTCACCC-3
R: 5-CCACCAACTAAGAACGGCC-3’

IL-6 F: 5-TGATGCACTTGCAGAAAACAA-3’
R: 5-GGTCTTGGTCCTTAGCCACTC-3’
TNF F: 5-ATGAGCACAGAAAGCATGATC-3’

R: 5-TACAGGCTTGTCACTCGAATT-3

Tabla 1. Secuencia de los primers utilizados en Q-RT-PCR en tiempo real.

5.3. Preparacién de extractos proteicos

Los corazones homogeneizados con ultraturrax fueron resuspendidos en 300ul de tampdn H (Hepes
10mM pH 7,9, EDTA 1mM, EGTA 1mM y KCI 10mM) conteniendo DTT 1mM, PMSF 0,5mM, FNa 100mM,
NaVO 200mM y una combinacién de inhibidores de Proteasas (AEBSF 104mM, Aprotinina 80uM, Besta-
tina 4mM, E-64 1,4mM, Leupeptina Pepstatina A 1,5mM). Los homogenatos fueron mantenidos en hielo
por 15min al cabo de los cuales se les agregd Nonidet P-40 10% y se los agitd vigorosamente por 15seg
y centrifugé en frio a 1600g durante 30seg. El precipitado fue resuspendido en 70ul de tampdn C frio
(Hepes 20mM pH 7,9, NaCl 0,4M, EDTA 1mM, EGTA 1mM, glicerol 20% y todos los 2mM y componentes
e inhibidores mencionados anteriormente), y se lo agité durante 30min a 4°C. El sobrenadante obtenido
fue centrifugado 15min a 1600g y 4°C y almacenado a -80°C (extracto nuclear) (Goren NB. y col., 2004).

Para la obtencion de los extractos proteicos totales, los corazones de los ratones fueron homoge-
neizados con ultraturrax en 300ul de tampédn de lisis OGP. Luego se mantuvo en camara refreigerada
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durante 30min y en agitacion constante. Réapidamente, se las centrifugd a 7000g a 4°C durante 15min.
El sobrenadante obtenido fue traspasado a un tubo limpio y mantenido a -20°C.

5.4. Cuantificacién de proteinas

La determinacién de proteinas se realiz6 segun el método descrito por Bradford (Bradford MM., 1976)
utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay y BSA (1mg/mL) como patron. La concentracion de proteina
presente en cada muestra se calcul6 a partir de la curva patron medida a una absorbancia de 595nm.

5.5. Analisis de proteinas mediante Western blot (Wb)

Los extractos de proteinas, previos a ser sometidos a electroforesis, fueron calentados a 95°C durante
10min con tampdon Laemmli (Tris-HCI 60mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, 3-mercaptoetanol 3% y azul
de bromofenol 0,005%). Las muestras conteniendo la misma cantidad de proteinas (50ug) fueron so-
metidas a electroforesis (90min a 90-120 volts) en geles de poliacrilamida al 10-12% SDS-poliacrilamida
(acrilamida/bisacrilamida, 29,2:0,8) en condiciones desnaturalizantes. Finalizada la electroforesis, las
proteinas fueron transferidas a membranas Immobilon-P a una intensidad constante de 400mA por 130min.
Luego, las membranas fueron bloqueadas durante 1h a temperatura ambiente con una solucién de leche
descremada en polvo al 5% en PBS 1X, tras lo cual se incubaron toda la noche a 4°C con los anticuerpos
primarios especificos indicados, diluidos en PBS 1X. Transcurrido este tiempo, las membranas se lavaron
con PBS-Tween (PBS 1X 'y Tween-20 0,1%) y se incubaron durante 1h a temperatura ambiente con el
segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa.

Finalizada la incubacion, se realizaron 3 lavados de 10min con PBS 1X-Tween y las membranas fueron
reveladas mediante ECL en un gabinete Image Quant 300 (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La Intensidad de las bandas se analiz6 utilizando el programa NIH Image J (NIH, USA).

6. Analisis estadisticos

Los resultados se expresan como la media + desviacién estandar (DE) de por lo menos tres experi-
mentos independientes. Los valores P fueron determinados usando el test de Student o el de Tukey para
valores no paramétricos. La significacién estadistica se define en cada caso en las figuras y p<0,05 fue
considerado como significativo. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad
Prism 4.0.
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RESULTADOS

1. Caracterizaciéon del modelo in vivo de infeccién aguda con cepa letal (RA) de
Trypanosoma cruzi

1.1. Parasitismo

Distintas cepas de T. cruzi han sido estudiadas y caracterizadas, diferenciandose entre ellas segun
distintos parametros como el tropismo tisular, el grado de virulencia, la velocidad de multiplicacion, entre
otros. La cepa letal RA de T. cruzi, considerada pantrépica y reticulotrépica, desencadena una infeccion
aguda en el hospedador.

Para caracterizar nuestro modelo de trabajo, se infectaron ratones BALB/c de 8 semanas de edad con
la cepa RAYy luego se analizaron los niveles de parasitos en sangre. Como podemos observar en la figura
1 los ratones infectados muestran un incremento significativo de la parasitemia al dia 6 post-infeccion
(dpi) y un pico en la misma a los 10dpi. Ninguno de los ratones infectados sobrevive al dia 15pi, debido
al alto grado de virulencia de la cepa RA.

N
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Figura 1. Parasitemia de ratones infectados con la cepa RA de T. cruzi. Los ratones fueron
infectados con 1.10° parasitos y se evalud el nimero de parasitos en sangre a los 6 y 10 dpi. Los
resultados se expresan como la media + DE de 3 experimentos, con 8 ratones por grupo. ** p<0.05
vs. control sin infeccion.

Con el fin de evidenciar el parasitismo tisular se realizaron cortes histolégicos de corazén, higado,
bazo y musculo esquelético. Se efectud la coloracién con Hematoxilina-Eosina y se procedi6 a analizar
cada corte en busqueda de la presencia del parasito, ya sea en forma libre o formando nidos de amas-
tigotes. Mediante observacion al microscopio 6ptico, se pudo corroborar que en los ratones infectados
con la cepa RAde T. cruzi, el parasito invade distintos tejidos como el higado y el bazo, y que el corazén
es su principal érgano blanco. Mediante esta técnica no se pudo evidenciar la presencia del parasito en
musculo esquelético (figura 2).
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FIGURA 2. Parasitismo tisular. La presencia del parasito en los tejidos se analiz6 mediante cortes
histoldgicos tefiidos con Hematoxilina-Eosina en corazén, higado, bazo y musculo esquelético de ratones

BALB/c infectados con la cepa RA de T. cruzi. Las flechas indican nidos de amastigotes. Barra: 50 uym. Las

micrografias (400x) son representativas de tres experimentos con 4 ratones por grupo.

1.2. Carga parasitaria

Una vez realizado el estudio histolégico de los 4 tejidos blanco, nos propusimos analizar la carga pa-
rasitaria a través de un método mas sensible como la PCR cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR). Para
ello se puso a punto la técnica y se procedi6 a cuantificar los parasitos en cada tejido.

1.2.1. Curva estandar de TCZ

En primer lugar, se realizé una curva estandar para cada uno de los tejidos estudiados: corazén,
higado, bazo y musculo esquelético. Para ello, 50mg de cada uno de los tejidos estudiados fue infecta-
do con 107 parasitos de la cepa RA de T. cruzi del cual se realizo la extraccion de ADN gendmico. Una
vez cuantificado el ADN gendmico de cada tejido, estos se llevaron a una concentracion de 25ng/pL.
A continuacién y para cada uno de los tejidos, se realizaron diluciones seriadas 1/10 de las muestras
en un rango de 107 - 10° parasitos equivalentes. Se utilizé como diluyente ADN gendémico de muestras
control sin infectar de cada tejido, utilizando también una concentraciéon de 25ng/uL, como fue descrito
por Cummings y Tarleton 2003.

Una vez obtenidas las diluciones de los tejidos estudiados se procedi6 a realizar las Q-RT-PCR utilizando
primers especificos para la secuencia repetitiva o ADN satélite TCZ de T. cruzi. La figura 3a muestra los
valores de los numeros de ciclos o ciclo umbral (ct) de las diluciones seriadas del tejido cardiaco. Con el
objeto de corroborar que todos los puntos de la curva contengan la misma cantidad de ADN (25ng/uL) se
evalué la expresion del gen TNF-a como normalizador, ya que este posee una sola copia en el genoma
del raton (Fig. 3b). Podemos observar que todas las muestras estudiadas coinciden en un valor similar de
ct, indicando una cantidad semejante o comparable de ADN genomico. Con el propésito de confirmar que
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los productos de amplificacion de TCZ y TNF-a son especificos, se realizaron los controles caracteristicos
mediante curvas de disociacién o melting (datos no mostrados).

La normalizacién fue posible ya que en la amplificacion de las secuencias de TCZ y de TNF-a (control
de carga) se obtuvo una eficiencia similar (TCZ: 1,07, R2: 0,9987; TNF-a: 1,12, R% 0,9994), habiendo
utilizado la siguiente férmula para calcularla: E: 10 (-!/pendiente)

A continuacién, a partir de los datos obtenidos de la Q-RT-PCR del gen TCZ se realizé una curva para
establecer el limite de deteccion de parasitos equivalentes. En todos los 6rganos estudiados el limite de
deteccion fue de 10 parasitos equivalentes.

Finalmente, en la figura 3c se muestra la curva que se genera por el logaritmo de las concentraciones
de parasitos en cada uno de los puntos de la curva estandar respecto a los valores de TCZ en cada uno
de estos puntos. Esta curva nos permitira determinar la cantidad de parasitos equivalentes/50ng de ADN
de muestras incégnitas de tejido cardiaco.
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Figura 3. Curva estandar generada a partir de extractos de ADN genémico de corazén infectado con
10 tripomastigotes. (A) Curvas de amplificacion representativas generadas con primers especificos para
secuencias altamente repetitvas de ADN satélite de T. cruzi (TCZ) a partir de diluciones seriadas 1/10 de las
muestras infectadas. (B) Curvas de amplificacién representativas generadas con primers especificos para el
gen normalizador o control de carga TNF-a a partir de diluciones seriadas 1/10. (C) Curva estandar creada a

partir de las diluciones seriadas. La eficiencia de amplificacién para cada primer estuvo determinada por la

ecuacion E: 10 (P para A By C los resultados muestran un experimento representativo de tres.
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De la misma manera realizamos la curva estandar de TCZ para higado (Fig.4) donde experimentalmente
observamos que, al igual que en el tejido cardiaco, el limite de deteccion fue de 102 parasitos equivalentes

Curva estindar - Higado
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Figura 4. Curva estandar generada a partir de extractos de ADN genémico de higado infectado
con 107 tripomastigotes. La curva estandar fue creada a partir de las diluciones seriadas. La
eficiencia de amplificacion para cada primer estuvo determinada por la ecuacion E: 10 "Penden®) | o5

raciilfadne miiactran 1in avnarimantn ranracantativn da trac

Asimismo, las figuras 5 y 6 muestran las curvas estandar de TCZ obtenidas para bazo y musculo
esquelético. Podemos destacar que, en el caso del bazo, el limite de deteccion fue de 10" parasitos y en
musculo esquelético fue de 10® parasitos a diferencia de los 2 érganos anteriores.
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Figura 5. Curva estandar generada a partir de extractos de ADN genémico de bazo infectado
con 10 tripomastigotes. Una curva estandar fue creada a partir de las diluciones seriadas. La
eficiencia de amplificacion para cada primer estuvo determinada por la ecuacion E: 10 CPendente) | og
resultados muestran un experimento representativo de tres.
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Figura 6. Curva estandar generada a partir de extractos de ADN genémico de musculo
esquelético infectado con 10" tripomastigotes. Curva estandar creada a partir de las
diluciones seriadas. La eficiencia de amplificacion para cada primer estuvo determinada por la
ecuacion E: 10 tPendente) | o resultados muestran un experimento representativo de tres.

1.2.2. Cuantificacién de carga parasitaria

Una vez obtenida la curva estandar para cada uno de los tejidos, nos abocamos a cuantificar la carga
parasitaria en los 6rganos provenientes de los ratones infectados con T. cruzi. Para ello, los ratones fueron
sacrificados a los 10dpi y se aislé ADN gendmico de los 4 tejidos estudiados. A partir de 50ng de ADN
gendmico, se realizaron las Q-RT-PCR del gen TCZ y TNF-a para normalizar. La figura 7 muestra el nu-
mero de parasitos equivalentes/50ng de ADN gendmico en corazoén, higado, bazo y musculo esquelético.
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Figura 7. Carga parasitaria detectada por Q-RT-PCR. Los ratones fueron infectados con la cepa RA 'y
sacrificados a los 10dpi. Los ensayos de Q-RT-PCR se realizaron a partir de extractos de corazones,
higados, bazos y musculos esqueléticos infectados. En los controles sin infeccion no se detectd
amplificacién. Se utilizaron primers especificos para la secuencia repetitiva TCZ de T. cruzi. Se normalizé
con el gen TNF-a. Los resultados son la media + DE (n=3). ** p<0.05 vs. control sin infeccion.
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1.3. Expresion de mediadores inflamatorios
1.3.1. Expresion y activacién de NOS2

Como se ha descrito anteriormente, la enzima inducible NOS2 cumple un rol importante en la respues-
ta inflamatoria generada tras la infeccion con distintos patdgenos. Esta enzima es la responsable de la
liberacion de grandes cantidades de 6xido nitrico (NO), metabolito inflamatorio con capacidad antimicro-
biana. Sin embargo ante la infeccion con T. cruzi, una excesiva produccién de NO puede ser perjudicial
para los tejidos invadidos.

Conociendo el tropismo de la cepa RA de T. cruzi nos propusimos analizar si, tras la infeccion de los
ratones con esta cepa, se expresa la enzima NOS2 en corazén, higado, bazo y musculo esquelético.
Para ello, se realizaron ensayos de Wb a partir de extractos proteicos totales de los érganos estudiados
de ratones infectados y ratones control sin infectar. Utilizando un anticuerpo especifico contra NOS2, se
pudieron medir los niveles de expresién de esta enzima inducible tipicamente inflamatoria en ambos grupos
de ratones. Como se observa en la figura 7, la infeccion con T. cruzi induce un aumento significativo en la
expresion de NOS2 en cada uno de los 6rganos de los ratones infectados, al compararlos con los ratones
control sin infectar. Asimismo, se puede establecer una correlacion entre los niveles de parasitemia y los
niveles de expresion de NOS2 ya que, el dia en que se expresa la enzima NOS2 (6dpi), coincide con el
dia en que la parasitemia se vuelve significativa. En ambos casos, el pico se da a los 10dpi.
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Figura 8. Expresion de NOS2 en corazén, higado, bazo y musculo esquelético en ratones
BALB/c infectados con cepa RA de T. cruzi. Mediante Wb se detectaron los niveles de
expresion de NOS2 con anticuerpos especificos, en ratones infectados con 1.10° parasitos. Los
resultados muestran un experimento representativo de tres y se expresan como la media + DE . **

p<0.05 vs. control sin infecciéon
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1.3.2. Expresioén de citoquinas pro inflamatorias

Ademas de la expresion de la enzima NOS2 y la liberacidon del NO ante una infeccién con T. cruzi,
existen otros parametros inflamatorios comunmente estudiados como son las citoquinas pro inflamatorias.
Entre la amplia familia de citoquinas existentes, unas de las mas relevantes ante la infeccion con T. cruzi
son TNF-a e IL-6, que cumplen un importante rol en la modulacién de la respuesta inflamatoria.

Con el fin de evaluar la expresion de IL-6 y TNF-a en nuestro modelo de infeccién aguda y compararlo
con ratones sin infectar, se midié mediante Q-RT-PCR la expresion a nivel de ARN mensajero de ambas
citoquinas en corazon, higado, bazo y musculo esquelético, en cada grupo de ratones. Como se observa
en la figura 9, se realizd una cinética de expresién de ambas citoquinas para cada tejido estudiado. En
los ratones control no se observa expresion de IL-6 y TNF-a, mientras que en aquellos infectados con la
cepa RA de T. cruzi se evidencia un pico en los niveles de expresién a nivel de ARN mensajero de am-
bas citoquinas a las 24h post infeccion en todos los tejidos estudiados. Se observa también que, si bien
disminuye significativamente, la expresion de estas citoquinas proinflamatorias se mantienen detectables
hasta las 36 horas post infeccion.
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Figura 9. Expresion de citoquinas pro inflamatorias en ratones infectados con T. cruzi. Los
ratones fueron infectados con la cepa RA y sacrificados a las 24 y 36 horas post infeccion. Los
ensayos de Q-RT-PCR se realizaron a partir de extractos de corazones, higados y bazos

infectados. Se analiz6 la expresion de ARNm de TNF-a e IL-6. Los
frente al ARNr 18S. Los
infeccion.

resultados se normalizaron

resultados muestran la media + DE (n=3). ** p<0.05 vs. control sin



Tesinas Estudio de carga parasitaria y mediadores inflamatorios en tejidos murinos infectados con Trypanosoma cruziy tratados con el ligando natural de PPARy

2. Papel de 15dPGJ2 en los diferentes tejidos en la etapa aguda de la infeccién con T. cruzi

Ante la infeccion con T. cruzi, el hospedador desata en su organismo una intensa respuesta inflama-
toria con el fin de controlar la proliferacion del patdégeno. Si la misma resulta excesiva y prolongada en el
tiempo puede, ademas de combatir al parasito, causar dafios en los tejidos del hospedador y, en algunos
casos, hasta la muerte del mismo. Debido a esto, el hospedador busca un equilibrio entre la intensidad
de la respuesta inflamatoria y la presencia del parasito dando lugar, en la mayoria de los casos, a una
infeccion cronica asintomatica. Aquellos individuos que no logran establecer un correcto equilibrio, suelen
desarrollar sintomas que comprometen sobre todo al tejido cardiaco.

En el presente trabajo nos propusimos estudiar el papel de 15dPGJ2, ligando natural del receptor
nuclear PPARYy, en la modulacion de la respuesta inflamatoria causada ante una infeccién aguda con la
cepa RA de T. cruzi en corazdn, higado, bazo y musculo esquelético.

2.1. Papel de 15dPGJ2 sobre la parasitemia y carga parasitaria

Basandonos en resultados anteriores y sabiendo que ante una infeccién con T. cruzi el parasito ingresa
al torrente sanguineo e infecta diversos tejidos blanco, en esta segunda parte del trabajo comenzamos por
preguntarnos que efectos tiene el tratamiento con 15dPGJ2 sobre la parasitemia en ratones infectados.

Al comparar los ratones infectados y tratados con los ratones sélo infectados observamos que, si
bien ambos grupos muestran un aumento significativo de la parasitemia al dia 6pi, al dia 10pi los ratones
tratados con 15dPGJ2 generan un aumento significativo del numero de parasitos en sangre en relacion
a los ratones no tratados (Fig. 10).

- T. cruzi
@ 7. Cruzi + 15dPGJ2
8 1 #
—
©
o
T 61
.|
E *k
B 41
o &%k
=
\% 2 h
1 &
©
o
0 L) 1 T
5 6 10

Dias post infeccién

Figura 10. Accién de 15dPGJ2 sobre la parasitemia. Los ratones fueron infectados con 1.10° parasitos
o infectados y tratados diariamente con 15dPGJ2 (1mg/Kg) y se evalud el numero de parasitos en sangre

alos 5, 6 y 10 dpi. Los resultados se expresan como la media + DE de 3 experimentos, con 8 ratones por

grupo. ** p<0.05 vs. control sin infeccién. # p<0.05 vs. infeccion con T. cruzi.

Con el fin de evaluar si el tratamiento con 15dPGJ2 tiene efectos sobre el parasitismo tisular, nos pro-
pusimos cuantificar los parasitos presentes en corazén, higado, bazo y musculo esquelético de ratones
infectados y tratados con esta prostaglandina. Para ello, los ratones infectados y tratados fueron sacrificados
alos 10 dpi y se aisléd ADN gendmico de los 4 tejidos estudiados. A partir de 50 ng de ADN gendmico, se
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realizaron las Q-RT-PCR del gen TCZ y TNF-a para normalizar. Una vez obtenidos los datos de los ct,
y ya normalizados, se extrapolaron las cifras en las curvas estandar confeccionadas anteriormente para
cada tejido estudiado y, de esta manera, se obtuvieron los nimeros de parasitos equivalentes/50 ng de
ADN gendmico en corazén, higado, bazo y musculo esquelético.

Si observamos la figura 11, podemos decir que aquellos ratones infectados y tratados con 15dPGJ2
presentan una tendencia al aumento de la carga parasitaria.
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FIGURA 11. Carga parasitaria detectada por Q-RT-PCR. Los ratones fueron infectados con la cepa RA
y sacrificados a los 10 dpi. Los ensayos de Q-RT-PCR se realizaron a partir de extractos de corazones,
higados, bazos y musculos esqueléticos infectados o infectados y tratados con 15dPGJ2 (1mg/Kg). Se
gener6 una curva estandar para determinar la carga parasitaria. Se utilizaron primers especificos para la
secuencia repetitiva TCZ de T. cruzi. Se normalizd con el gen TNF. Los resultados son la media + DE
(n=3).

2.2. Papel de 15dPGJ2 sobre mediadores inflamatorios

Una vez que evaluamos los efectos de 15dPGJ2 sobre el parasito, ya sea analizando los niveles de
parasitemia o la presencia del patdgeno en los cuatro tejidos blanco, decidimos estudiar los efectos del
tratamiento en cuanto a la respuesta inflamatoria del hospedador. Para ello, y buscando también una
explicacion al aumento del parasitismo, evaluamos la accién de 15dPGJ2 sobre la enzima tipicamente
inflamatoria NOS2 en corazén, higado, bazo y musculo esquelético. Basandonos en resultados ante-
riores, donde el pico de expresién de la enzima NOS2 es a los 10dpi, los ratones infectados y tratados
fueron sacrificados en ese tiempo. Luego, mediante ensayos de Wb evidenciamos que en los ratones
infectados con la cepa RA de T. cruzi y tratados con la prostaglandina 15dPGJ2 hay una disminucién
altamente significativa en los niveles de expresion de esta enzima a un nivel casi basal, en todos los
organos estudiados (Fig. 12).
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FIGURA 12 Efecto de 15dPGJ2 sobre la expresion de NOS2. Los ratones fueron infectados con 1.10°
parasitos y tratados diariamente con 15dPGJ2 (1mg/Kg), luego sacrificados a los 10 dpi. Los resultados
son representativos de 3 experimentos y se expresan como la media + DE. ** p<0.05 vs. control sin
infeccién. # p<0.05 vs. infeccion con T. cruzi (RA).

Estos resultados se correlacionan con los obtenidos anteriormente ya que, al haber baja expresion de
NOS2 disminuye la cantidad de NO liberado vy, por lo tanto, disminuyen también sus efectos antimicro-
bianos. De esta manera, el parasito se encuentra con menos resistencia a su propagacion por parte del
hospedador y logra asi aumentar los niveles de parasitemia.

Habiendo ya estudiado los efectos de esta prostaglandina sobre la expresion de la enzima NOS2, el
siguiente parametro que nos propusimos analizar fue su efecto sobre la expresion de las citoquinas pro
inflamatorias IL-6 y TNF-a, consideradas importantes mediadores de la inflamaciéon ante un infeccion
con T. cruzi.
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Para este fin, realizamos una cinética de expresién del ARN mensajero de estas citoquinas en cora-
z6n, higado, bazo y musculo esquelético. Como observamos en la figura 13, el tratamiento diario con
15dPGJ2 disminuye de manera significativa los niveles de ambas citoquinas pro inflamatorias a las 24
horas post infeccion, tiempo en el cual los niveles de expresion de estas citoquinas ante una infeccion
alcanzan sus niveles maximos.
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Figura 13. Efecto de 15dPGJ2 en la expresion de citoquinas pro inflamatorias. La prostaglandina

15dPGJ2 regula la expresion de citoquinas pro inflamatorias en corazones de ratones infectados con T.
cruzi. Los ratones fueron infectados con la cepa RA y sacrificados a las 24 y 36 horas post infeccion. Los
ensayos de Q-RT-PCR se realizaron a partir de extractos de corazones, higados y bazos infectados o
infectados y tratados con 15dPGJ2 (1mg/Kg). Se analizé la expresion de ARNm de TNF-a e IL-6. Los
resultados se normalizaron frente al ARNr 18S. Los resultados muestran la media de 3 experimentos
realizados. ** p<0,05 vs. control sin infeccion. # p<0,05 vs. infeccion con T. cruzi (RA).
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DISCUSION

En este estudio nos hemos propuesto investigar la habilidad de 15dPGJ2 para modular la respuesta
inflamatoria que se desata luego de la infeccion con T. cruzi, en un modelo experimental in vivo. La cepa
RA de T. cruzi posee una alta letalidad en raton y se caracteriza por ser reticulotrépica-pantrépica. Si
bien los tripomastigotes infectivos tienen como 6rganos blanco primarios el tejido muscular (cardiaco,
esquelético o liso) y células del sistema fagocitico-mononuclear, pueden invadir también cualquier tipo de
célula nucleada. Es importante sefalar que en la fase aguda de la infeccion se desencadenan procesos
inflamatorios en los diferentes tejidos invadidos por el parasito que, ademas de promover el reclutamiento
de células mononucleares, generan la produccion de citoquinas pro inflamatorias y la expresion de enzi-
mas inflamatorias que persisten incluso en la etapa crénica de la enfermedad.

Considerando estas premisas, caracterizamos el modelo de trabajo y comprobamos que la infeccion
conlacepaRAde T. cruzigenera un pico en la parasitemia a los 10dpi, (evaluado en camara de Neubauer)
que coincide con lo que ha sido descrito en un trabajo realizado con la misma cepa RA de T. cruzi en
ratones BALB/c (Penas FN. y col., 2013). M&s aun, en este trabajo de tesina se puso a punto en nuestro
laboratorio una técnica de cuantificacion, mediante Q-RT-PCR, del parasitismo en diferentes tejidos in-
vadidos por el parasito. La técnica de PCR en tiempo real permite la cuantificacion exacta y sensible de
la carga parasitaria de tejido en los animales infectados. La utilidad de este método quedé demostrada
ya que se confirmé una mayor carga parasitaria en ratones con infecciones agudas en comparacion con
los ratones infectados crénicamente. En ese trabajo, también observaron una mayor carga parasitaria en
los tejidos que recibieron dosis infectivas superiores y la persistencia de los parasitos en los tejidos de
diferentes hospedadores infectados a su vez con diferentes cepas de T. cruzi (Cummings KL. y Tarleton
RL., 2003). Ademas, estos autores proponen a este método como una herramienta util para el seguimiento
de la carga de parasitos en huéspedes bajo diferentes regimenes de tratamiento.

También pudimos comprobar al realizar cortes histolégicos tefidos con hematoxilina-eosina de cora-
z6n, higado y bazo la presencia de los tipicos nidos de amastigotes descritos en el curso de la infeccion.
Si bien las manifestaciones cardiacas y las complicaciones gastrointestinales son las que caracterizan a
la enfermedad de Chagas, (Tanowitz HB. Y col., 1992; Marinho CR. y col., 2004) detectamos también la
presencia de parasitos en otros érganos.

Igualmente, el modelo resulté reproducible respecto a la sobrevida de los ratones infectados ya que
fueron inoculados con igual cantidad de parasitos que en el trabajo realizado por Penas y colaboradores
(Penas FN y col., 2013).

El paso siguiente fue demostrar que la cepa RA tiene la capacidad de inducir la expresion de NOS2 en
todos los tejidos estudiados, mostrando la expresion de dicha enzima inflamatoria a los 6dpi. En trabajos
en los que utilizan diversos modelos de infeccidon con T. cruzi, se destaca el aumento de la expresion
de NOS2 en distintos tejidos frente a la infeccién (Alvarez MN. y col., 2011; Pinge-Filho P. y col., 2005;
Saeftel M. y col., 2001). Se ha reportado que las cepas Tulahuén e Y de T. cruzi son capaces de inducir
la expresion de NOS2 en corazoén coincidiendo con el pico de parasitemia (Cuervo H. y col., 2008). Asi-
mismo, destaca el papel que se adjudica al NO en el control de la multiplicacion del parasito in vivo. En
este sentido, en otro trabajo del grupo determinamos la expresién de NOS2 y una alta liberacion de NO
en cardiomiocitos neonatales de ratén infectados con la cepa RA in vitro (Hovsepian E. y col., 2011). Por
otra parte, en trabajos en los que utilizan ratones knock out (KO) para NOS2 revelaron que dichos rato-
nes pueden compensar la ausencia de la produccién de NO con un aumento en la sintesis de citoquinas
importantes en para el control inmunolégico de la infeccion por T. cruzi (Cummings KL. y Tarleton RL.,
2004). Llamativamente, ha sido reportado en un trabajo donde utilizan ratones KO para NOS2, que éstos
son capaces de controlar igualmente la parasitemia y parasitismo de los tejidos cuando son infectados
con una cepa no letal de T. cruzi (Marinho CR. y col., 2007). La explicaciéon para estos resultados que
parecen controvertidos, estaria en las diferencias a nivel genético entre diferentes cepas de parasitos o
en la susceptibilidad de las cepas de ratones del modelo experimental.

En un trabajo previo del grupo se demostrd que los cardiomiocitos neonatales de ratén expresan
citoquinas inflamatorias como TNF-a e IL-6 frente a la infeccion con T. cruzi (Hovsepian E. y col., 2011).
Aigual resultado pudimos llegar al evaluar el tejido cardiaco en ratones BALB/c infectados con la cepa
RA'y K98 de T. cruzi (Penas FN. y col., 2013). De esta manera, al analizar el higado y bazo en nuestro
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modelo experimental de infeccién, también encontramos aumento en la expresion de TNF-a e IL-6 con
un pico a las 24h post infeccion.

El papel de TNF-a ha sido ampliamente estudiado por el grupo de Tarleton desde 1988, en particular
respecto al control y a la eliminacion de los parasitos en las infecciones producidas por T. cruzi. Mas
recientemente Andrade y colaboradores (2008) han reportado que TNF-a regula la sobreproduccion de
NOS2, potenciando la actividad microbicida de los macrofagos al inducir la liberacién de grandes canti-
dades de NO y promover el reclutamiento de las distintas poblaciones celulares necesarias para la total
erradicacion del patégeno.

Ha sido descrito por diversos autores la capacidad de 15dPGJ2 (ligando natural de PPARY) para modular
la respuesta inflamatoria en un numero de situaciones patoldgicas, aunque los detalles de su mecanismo
de accion siguen siendo objeto de nuevos estudios. Los ligandos de PPARY ejercen efectos antiinflama-
torios en modelos experimentales de artritis (Bordji K. y col., 2000; Fahmi H. y col., 2001; Kawahito Y. y
col., 2000), injuria cardiaca por isquemia y reperfusion (NakajimaA. y col., 2001), enfermedad inflamatoria
intestinal (Su CG. y col., 1999; Lewis JD. y col., 2001; Wada K. y col., 2001), Alzheimer (Combs CK. y
col., 2000; Heneka MT. y col., 2000; Landreth GE. y col., 2001) y lupus y nefritis (Reilly CM. y col., 2000;
Reilly CM. y col., 2001). Mas aun, se ha descripto que el ligando natural de PPARY, 15dPGJ2, protege
frente a falla multiorganica asociada a endotoxemia (Collin M. y col., 2004).

Este trabajo en particular se focaliza en el estudio del papel de 15dPGJ2 sobre distintos érganos en un
modelo experimental in vivo de infeccion con T. cruzi. Trabajos previos de nuestro grupo mostraron que
15dPGJ2 es un potente modulador de los procesos inflamatorios a través de mecanismos dependientes
e independientes de PPARY, tanto en cardiomiocitos neonatales en cultivo como en corazones de ratones
infectados con la cepa RA de T. cruzi (Hovsepian E. y col., 2011; Penas FN. y col., 2013). Los resultados
de este trabajo revelan que el tratamiento con 15dPGJ2 inhibe la expresion de citoquinas proinflamatorias
como TNF-a e IL-6, asi como la expresion de NOS2 en higado, bazo y musculo esquelético de ratones
infectados. También confirma los resultados anteriores sobre el papel anti inflamatorio de 15dPGJ2 en
los corazones de ratones infectados con la cepa RA. Es importante destacar el rol del NO, ya que éste
es requerido por su actividad parasiticida intracelular, subrayando la importancia de este metabolito en el
control de la multiplicacion intracelular del parasito durante la infeccidon con =< moesx. En este sentido,
un trabajo que emplea ratones KO para NOS2 demuestra que, durante una infeccion aguda, estos ratones
cuentan con una parasitemia elevada comparada con la de los ratones del grupo control (Holscher C. y
col., 1998). A pesar de ello, una sintesis excesiva de este metabolito puede resultar en un dafo para el
miocardio (Machado FS. y col., 2000; Machado FS. y col., 2008).

Al analizar la parasitemia, observamos que el nimero de tripomastigotes fue mas alto en los ratones
tratados que en los no tratados. De hecho, en cultivos de cardiomiocitos neonatales infectados con la cepa
RAde T. cruziy tratados con 15dPGJ2, también se observd un aumento del parasitismo (Hovsepian E. y
col., 2011). El mismo resultado se obtuvo en nuestro grupo al analizar los corazones de ratones sometidos
al tratamiento con 15dPGJ2 en el modelo de infeccion in vivo (Penas FN. y col., 2013) probablemente
debido a la inhibicion de la expresion de NOS2 y la consiguiente inhibicién de la produccion de NO. Por
otra parte nuestros resultados confirman que el tratamiento con 15dPGJ2 genera una tendencia al aumento
del parasitismo en corazén y en los otros érganos estudiados. A pesar de ello, no hemos encontrado dife-
rencias respecto a la mortalidad entre los grupos de ratones infectados tratados o no tratados. Esto podria
deberse al balance que se genera entre la inhibicion o0 menor expresion de citoquinas pro inflamatorias y
el aumento de la sintesis de IL-10 que conduciria a la cronicidad de la infeccién o a la supervivencia de
los ratones (Penas FN. y col., 2013). Por su parte y en concordancia con nuestros resultados, Adapala y
Chan encontraron en un modelo murino de infeccidn con Leishmania donovani, que la administraciéon de
curcumina (que actuaria como ligando de PPARY) a largo plazo activa este receptor y aumenta la carga
parasitaria en higado y bazo, desactivando asi la respuesta inmune de tipo 1 e inhibiendo a la NOS2
(Adapala N. y col., 2008).

Estos resultados de conjunto muestran que el tratamiento con 15dPGJ2 modula la expresion de NOS2
y de citoquinas inflamatorias en el corazén, higado bazo y musculo esquelético de ratones infectados con
la cepa RAde T. cruzi. A pesar de que el tratamiento genera una tendencia al aumento de la carga para-
sitaria en los diferentes tejidos, probablemente debido a la inhibicién de NOS2 y a la posible disminucion
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de NO, los efectos de 15dPGJ2 como coadyuvante de la terapia parasiticida clasica podrian colaborar
con la eliminacion de los efectos deletéreos de la inflamacion.

CONCLUSIONES

I. Lainfeccion de ratones BALB/c con la cepa RA de T. cruzi induce la expresion de citoquinas pro
inflamatorias, y la expresién y actividad de NOS2, enzima tipicamente inflamatoria en corazén,
higado, bazo y musculo esquelético.

[I. Laadministracion diaria del ligando natural de PPARYy, 15dPGJ2, a ratones infectados con T. cruzi
inhibe de manera significativa la expresion de citoquinas pro inflamatorias (TNF-a e IL-6) y de la
enzima NOS2 en los tejidos estudiados.

Ill.  Eltratamiento con 15dPGJ2 en ratones infectados con la cepa RAde T. cruzi no modifica de manera
significativa la sobrevida de los animales, a pesar de provocar un aumento en la parasitemia de
los ratones y mostrar una tendencia al aumento de la carga parasitaria en los 6rganos infectados.
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