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Resumen

En el presente trabajo nos propusimos comprender los mecanismos asociados a la
patologia inducida por Trypanosoma cruzi en el modelo murino empleando cepas de baja
y de alta virulencia. Estas ultimas generan altos porcentajes de mortalidad en pocos dias
y expresan grandes cantidades de un factor de virulencia, la trans-sialidasa (TS) que
induce, en la etapa temprana de la infeccién, apoptosis y desorganizacion de la
histoarquitectura de érganos como el bazo, ganglio y timo. En esta Tesis Doctoral nos
propusimos analizar las poblaciones celulares involucradas en las alteraciones
producidas por la actividad de TS utilizando dos estrategias:

- mediante la neutralizacion de la actividad circulante de TS durante la infeccion
aguda observamos que el tratamiento no fue capaz de prevenir los desérdenes en las
poblaciones linfocitarias maduras e inmaduras. El analisis de marcadores de migracion
linfocitaria permiti6 describir por primera vez que el parasito altera el trafico de los
linfocitos B en el bazo.

- mediante un modelo de estimulacion de la respuesta inmune con un antigeno
definido observamos que el tratamiento con TS recombinante activa no fue suficiente
para alterar el armado de los centros germinales.

En la segunda etapa de este trabajo, analizamos la capacidad de T. cruzi de
modular la expresién de las metaloproteasas (MMPs) del huésped. Observamos en la
fase aguda de la infeccion, que las cepas/clones de alta virulencia inducen aumento de la
actividad de MMP-2 y disminucién de la actividad de MMP-9 plasmatica, mientras que las
de baja virulencia solo inducen disminucién de MMP-9. El timo, ganglio e higado de
animales infectados con cepas/clones de alta virulencia poseen alterada la actividad de
estas dos MMPs y observamos el mismo fenémeno en una linea celular de fibroblastos
humanos. Utilizando ensayos in vivo e in vitro demostramos que la actividad de TS esta
relacionada con el aumento de la actividad de MMP-2. En este Ultimo sistema
determinamos que el efecto es por hidrélisis de acido sidlico y pudimos reproducirlo
utiizando neuraminidasas de origen bacteriano. Por Ultimo describimos vias de
transduccién de sefnal asociadas al aumento de la actividad de MMP-2 por la accion de
TS y las neuraminidasas ensayadas.

Nuestros hallazgos constituyen un aporte novedoso acerca del comportamiento de las
MMPs en la infeccion murina por T. cruzi y su modulacién diferencial dependiente de la
virulencia. Es destacable que la modulacién de MMP-2 est4 asociada a la actividad de TS
que es altamente expresada en las mismas cepas que son inductoras de MMP-2 en la

infeccién experimental.



Abstract
Trans-sialidase as virulence factor in experimental
infection by Trypanosoma cruzi

In this work we have studied mechanisms associated with Trypanosoma cruzi pathology
in a murine model employing different virulences strains. High-virulence parasites induce
an increase mortality rate in a few days and also express high amount of frans-sialidasa
(TS), a virulence factor that induces apoptosis and histological disorganization of organs
such as spleen, thymus and lymph. In this thesis we analyze the cell populations involved
in the alterations produced by the activity of TS using two strategies:

- by neutralizing the activity of circulating TS during the acute phase of
infection we observed that this treatment was not able to prevent disturbances
in the mature and immature lymphocyte populations. The analysis of
lymphocyte migration markers allow us to describe for the first time that the
parasite alters B lymphocytes traffic in the spleen.

- by using a immune response stimulation model with a specific antigen we
showed that active recombinant TS treatment was not able to alter the
assembly of the germinal centers.

In the second stage of this work, we analyze if T.cruzi was able to modulate host matrix
metalloproteinases (MMPs) expression. We showed that during the acute phase of
infection high-virulence parasites (with detectable TS activity) induce an increase MMP-2
and diminished MMP-9 plasmatic activity and low-virulence parasites only induce
reduction of MMP-9 plasmatic activity. Organs such as thymus, lymph and liver of infected
animals with high-virulence parasites have an altered activity of both MMPs and the same
results were observed in a human trofobroblast cell line. Using both in vivo and in vitro
experiments we showed that TS activity is related with the increase of MMP-2 activity.

We determined in vitro that the mechanism of the increase of MMP-2 is the hydrolysis
of sialic acid and this was confirmed by using bacteria neuraminidases. Finally, we
described signaling transduction pathways related to the increase of MMP-2 activity
induced by TS and neuraminidases.

Our findings constitute a novel contribution regarding MMPs behavior in murine
infection by T. cruzi and differential modulation by different strains. Besides, modulation of
MMP-2 activity is associated with TS, a virulence factor that is highly expressed in those
strains that induce MMP-2 in the experimental infection.

Keywords: Trypanosoma cruzi, trans-sialidase, matrix metalloproteinases, virulence,

peripheral lymphocyte populations.
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Introduccion

Trypanosoma cruzi

Agente etioldgico

Trypanosoma cruzi es un protozoario perteneciente a la familia de los
Tripanosomatideos, incluida dentro del orden Kinetoplastida. Otros microorganismos
incluidos en esta familia que poseen importancia médica son Leishmania spp.,

Trypanosoma rangeli y, en Africa, Trypanosoma brucei.

Los Tripanosomatideos se caracterizan por ser digénicos ya que alternan su ciclo de
vida entre un hospedero vertebrado y otro invertebrado. En el caso de T. cruzi la
alternancia es en mamiferos y vectores de la familia Reduviidae. Poseen una estructura
denominada kinetoplasto constituida por aproximadamente el 30% del total de ADN celular.
El ADN kinetoplastico esta compuesto por una red de moléculas circulares de dos tipos con
diferente tamafo y funciones denominadas maxi y minicirculos (da Silveira y col. 2001).

Presenta 3 estadios que pueden identificarse en base a caracteristicas morfoldgicas y
biolégicas (Figura 1) (Azambuja 2000):

Epimastigote: es un estadio replicativo (por fision binaria) que se desarrolla en el
intestino medio del insecto vector. Posee morfologia fusiforme y el kinetoplasto esta
localizado por delante del nucleo. El flagelo que emerge forma una pseudomembrana

ondulante corta.

Tripomastigote: es un estadio no multiplicativo y es la forma infectante para
mamiferos. Se encuentra en la ampolla rectal del vector (tripomastigotes metaciclicos) y
en sangre periférica de los mamiferos infectados (tripomastigotes sanguineos). Son
células fusiformes, mas pequenas y delgadas que los epimastigotes. El kinetoplasto se
sitia por detras del nucleo y en su proximidad nace el flagelo, que forma una

pseudomembrana ondulante larga.

Amastigote: estadio multiplicativo (por fision binaria) presente en el huésped mamifero.
Se encuentran en el citoplasma de las células infectadas. Son esféricos u ovalados y no

presentan flagelo libre.
Ciclo de vida

Durante su ciclo de vida, T. cruzi se diferencia en los tres estadios antes mencionados
dentro del hospedero mamifero y el vector biol6égico (Figura 2). Los vectores adquieren la
infecciébn al alimentarse de sangre de mamiferos conteniendo tripomastigotes en

circulaciéon. Estos tripomastigotes se transforman en epimastigotes en el intestino del

/
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Figura 1. Estadios de Trypanosoma cruzi. Adaptado de Bruno Eschenazi, ilustracion para Medicos sin
fronteras, Fiocruz, Brasil.

vector. Luego, se diferencian a tripomastigotes metaciclicos en la porcién terminal del
tubo digestivo. Este proceso es promovido por caracteristicas fisicoquimicas vy fisioldgicas
del intestino del vector: pH, osmolaridad, componentes de la hemolinfa, extractos
intestinales y estrés metabdlico (Isola y col. 1987; Fraidenraich y col. 1993; Kollien y
Schaub 2000) y se han caracterizado algunos factores aislados del intestino del insecto
que permiten inducir esta diferenciacién in vitro (Fraidenraich y col. 1993; Wainszelbaum
y col. 2003).

Posteriormente, al alimentarse, el vector hematéfago infectado elimina las excreciones
sobre la piel o mucosas del hospedero mamifero depositando tripomastigotes
metaciclicos y facilitando el ingreso de los mismos que invaden inicialmente macréfagos
locales (de Souza 1984). Luego de la adhesion e invasion, el tripomastigote queda
contenido dentro de una vacuola parasitoéfora, que se fusiona al sistema endolisosomal
(Nogueira y Cohn 1976; Kipnis y col. 1979). Esta fusiéon ocasiona un descenso del pH
que, junto con la remocion de acido sialico de glicoproteinas del fagolisosoma por parte
de la trans-sialidasa del paréasito, producen la activacién de una porina (Tc-TOX) que se
inserta en la membrana de la vacuola permitiendo el escape de los tripomastigotes al
citoplasma donde se transforman en amastigotes (Hall y col. 1992; Andrews 1994; Tyler y
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Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Adaptado de Bruno Eschenazi, ilustracién para Medicos sin
fronteras, Fiocruz, Brasil.

Engman 2001; Rubin-de-Celis y col. 2006). Estos se multiplican formando nidos tisulares
y originan una progenie que se diferencia al estadio tripomastigotes infectivo que son
liberados al lisarse la célula huésped (Nogueira y Cohn 1976; Milder y Kloetzel 1980). La
diseminacion hemdtica facilita el acceso a nuevas células nucleadas: fibroblastos,
neuronas, células musculares, epiteliales, endoteliales, etc. (de Souza 1984; Tyler y
Engman 2001).

Ciclos de transmision y epidemiologia

El area de distribucion del vector biolégico de T. cruzi se extiende desde la latitud 42°
Norte en California hasta el paralelo 43° Sur en la regién patagdnica. La enfermedad de
Chagas es endémica en 21 paises de América Latina (Figura 3) (Moncayo 1997; Coura y
Dias 2009). En Latinoamérica hay entre 10 y 14 millones de personas infectadas y la
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Figura 3. Distribucién de la enfermedad de Chagas (Silveira 2002)

incidencia fue estimada en 450.000 casos nuevos por ano y 40 a 120 millones poseen el
riesgo de estarlo, (WHO 2002; Gurtler y col. 2007b)

La implementacion de programas de control de la transmisién permitié disminuir la
carga de esta parasitosis aunque la persistencia en algunas regiones plantea
interrogantes en la sustentabilidad en la gestién de programas tradicionales (Gurtler y col.
2007b).

Las predicciones realizadas por la OMS hasta el afio 2015 revelan que la mortalidad
por enfermedad de Chagas en América sera superior a cualquier otra enfermedad
endémica transmitida por vectores (WHO 2006). La enfermedad de Chagas disminuye la
productividad de toda la regién de América Latina. En el afio 2002, se comunicaron
pérdidas economicas por mas de 8 mil millones de doblares debido a la mortalidad
temprana y discapacidades asociadas en la poblaciéon adulta joven (WHO 2002). La
infeccibn causada por T. cruzi puede ocurrir por diversos mecanismos, aunque las
principales vias de transmision son la vectorial, transplacentaria, oral y transfusional. Con
menor frecuencia la transmision puede ocurrir por transplantes de érganos, accidentes de

laboratorio o por via endovenosa en personas usuarias de drogas.
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Transmision vectorial

En sus inicios, la transmisién de T. cruzi era enzoonética, en la actualidad en algunas
areas de América Latina se conserva esta caracteristica (Figura 2). Posteriormente, la
introduccion del hombre en el ecotopo silvestre facilitd la adaptacion del vector bioldgico a
su entorno, instalandose los ciclos doméstico y peridoméstico de transmisién. Los
vectores encontraron en el hombre y en los animales domésticos una fuente alternativa
de alimentacién transformandose en una infeccion antropozoonética. Recientemente
aparecio un nuevo panorama en relacién a la transmision vectorial a partir de la deteccién
de infestacion domiciliaria y transmision activa en ambientes urbanos en Arequipa, Peru
(Levy y col. 2006; Bowman y col. 2008) y en Cochabamba, Bolivia (Medrano-Mercado y
col. 2008). Posiblemente este hecho sea consecuencia de cambios en la dindmica
demografica que permiten el establecimiento de colonias de triatomineos en areas

urbanas.

En el ciclo doméstico, participan ademas del hombre y vectores domiciliados,
reservorios animales como gatos y perros (Dias 2000; Coura y Dias 2009). Gurtler y col.
demostraron que vectores domiciliados se alimentan preferentemente y mas
abundantemente de sangre de perros. A su vez, gatos y perros poseen una elevada
infectividad a vectores vy, en particular, Triatoma infestans, el principal vector en nuestra
regién se alimenta con mayor frecuencia de sangre de estos reservorios (Gurtler y col.
2007a).

En relacion al ciclo silvestre, se ha podido detectar la infeccion por T. cruzi en 180
especies de mamiferos, con mayor frecuencia en marsupiales, edentados y roedores
(WHO 2002). Los ciclos pueden conectarse por dispersidbn de vectores entre los
diferentes ambientes (Cardinal y col. 2008).

Transmision transfusional

Luego de la vectorial, la via transfusional es una de las mas importantes en la
transmision de T. cruzi en paises endémicos, donde la prevalencia en donantes de
sangre varia entre un 2-3% en grandes ciudades como Buenos Aires (Blejer y col. 2001).
La infeccién puede ser adquirida por transfusién de sangre entera, crioprecipitados,
plasma fresco, glébulos rojos, leucocitos o plaquetas.

Debido a las migraciones de poblacion, la transmision de esta parasitosis por via
transfusional no ocurre exclusivamente en areas endémicas. La estimacién del nimero

de inmigrantes infectados permitié establecer el riesgo potencial de transmision
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transfusional. Encuestas seroldgicas de pequefa escala en paises no endémicos como
Canada, Alemania, Italia y Holanda (Frank y col. 1997; Steele y col. 2007; Jackson y col.
2009; Angheben y col. 2011) avalan los calculos teéricos de Schumnis quien habia
estimado el riesgo potencial de infeccion basandose en censos de poblaciones latinas y
en las prevalencias de la infeccién en los paises de origen (Schmunis 2007). Ademas se
confirmaron la infecciébn por T. cruzi en tres donantes de sangre nativos de Estados
Unidos, con bajo o sin riesgo epidemioldégico (Leiby y col. 1997). A su vez, han podido
confirmarse una decena de casos de transmision transfusional en receptores de
hemocomponentes en su mayoria inmunosuprimidos de Estados Unidos (Nickerson y col.
1989) y Espana (Flores-Chavez y col. 2008).

Transmision congénita

La infeccion congénita es, junto a la transfusional, una de las vias responsables de la
urbanizacion de la enfermedad de Chagas. Las tasas de transmisién congénita varian
entre un 3 y un 12% en Argentina, mientras que en Brasil se encuentran valores inferiores
al 1% (Altemani y col. 2000; Torrico y col. 2004; Freilij H 2007).

Transmision oral

La transmisién oral, ocurre en general en forma de brotes, por consumo de alimentos
contaminados con triatomineos infectados o heces de los mismos, asi como por consumo
de carne cruda o mal cocida de animales infectados. Las infecciones adquiridas por esta
via muestran alta morbilidad y mortalidad (Pereira y col. 2010).

Transmision por transplante de 6rganos

T. cruzi puede ser transmitido a un individuo por transplante de érganos de dadores
portadores de la infeccion. Se ha observado una elevada frecuencia de transmisiéon en
receptores de corazén, rindn, medula ésea y pancreas en Argentina, Brasil, Chile y
Venezuela (Barsoum 2004). Debido al estado de inmunosupresion en el que se
encuentran los receptores de érganos, cuando la infeccién se trasmite por esta via, se
producird generalmente un cuadro agudo que sin tratamiento tripanocida podria conducir

al desarrollo de una miocardiopatia grave (Barsoum 2004; Souza y col. 2008).

Poblaciones de Trypanosoma cruzi

Las poblaciones de T. cruzi poseen una elevada diversidad genética y biolégica. Se

caracterizan por poseer una estructura policlonal y la reproduccion sexual y la
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recombinacién meiética son inexistentes 0 son eventos raros que no contribuyen a la
variabilidad ni tienen valor evolutivo para la especie. (Tibayrenc y col. 1986; Tibayrenc y
Ayala 2002). Por consenso internacional, en el afio 1999, se propuso que la poblacion de
T. cruzi estaria conformada por dos grupos filogenéticos principales determinados por
marcadores moleculares y bioquimicos y que fueron denominados T. cruzily T. cruzi ll
(Mem Inst Oswaldo Cruz 1999). Posteriormente, la heterogeneidad de T. cruzi |l permitié
su divisibn en 5 subgrupos denominados T. cruzi lla - e (Brisse y col. 2000).
Recientemente, en el consenso de Rio de Janeiro 2009 (Zingales y col. 2009) se propuso
que cada uno de los subgrupos del linaje T. cruzi Il deberia ser considerado como una
unidad discreta de tipificacion (UDT), proponiendo una modificacion en la nomenclatura
empleada hasta el momento (Tabla I) (Zingales y col. 2009).

La tipificacion molecular de aislados de T. cruzi permitié asociar a T. cruzi | a los ciclos
de transmision silvestres y domésticos en el norte de Sudamérica, Centroamérica y
Norteamérica (Bosseno y col. 2002; Anez y col. 2004; Ruiz-Sanchez y col. 2005; Salazar
y col. 2006; Sanchez-Guillen Mdel y col. 2006; Teixeira y col. 2006; Roellig y col. 2008;
Zafra y col. 2008; Falla y col. 2009). En el sur de Sudamérica este linaje ha sido asociado
principalmente al ciclo de transmision silvestre mientras que los linaje Il, V y VI se

Consenso 1999 Brisse, Dujardin et al., 2000 | Consenso 2009 (Zingales y

col. 2009)

T. cruzi - T. cruzil

T. cruzillb T. cruzill

T. cruzillc T. cruzilll

T. cruzill T. cruzilla T. cruzi IV

T. cruzilld T. cruziV

T. cruzille T. cruzi V1

Tabla I. Nomenclaturas propuestas para linajes de Trypanosoma cruzi.



restringen al ciclo doméstico y serian los principales responsables de infecciones
humanas en esta regiéon (Buscaglia y Di Noia 2003; Higo y col. 2004; Yeo y col. 2005;
Cardinal y col. 2008).

Enfermedad de Chagas

Fase aguda

La infeccion se inicia con una fase aguda, la cual tiene una duracién breve y se
caracteriza por la presencia de altas concentraciones de parasitos en circulacién
sanguinea. Esta etapa de la infeccién (adquirida por via vectorial), puede ocurrir a
cualquier edad, sin embargo el 84% de los casos agudos que se registran afectan a nifios
menores de 10 afnos y el 36% ocurre antes del primer ano de vida (Freilj H 2007). La
duracién de esta fase es de 4 a 8 semanas y transcurre habitualmente sin sintomatologia
o con sintomas inespecificos. En algunos casos puede presentar signos caracteristicos
en la puerta de entrada del parasito conocidos como chagoma de inoculacién (lesion
cutanea) o signo de Romana (lesion ocular). En este ultimo, se produce un edema
biparpebral unilateral indoloro de color violaceo, mientras que las lesiénes cutaneas son
causadas por un proceso inflamatorio agudo que genera una induracién dolorosa o
indolora de caracteristicas variadas. En ambos casos, a menudo se registra inflamacion
de noddulos linfaticos. Muy rara vez, se describen casos agudos con fiebre y
hepatoesplenomegalia. Excepcionalmente (2% de los casos), con mayor frecuencia en
ninos pequenos, pueden presentarse formas mas severas con miocarditis aguda o

meningoencefalitis que pueden desencadenar la muerte del paciente (Freilij H 2007).

Fase cronica

Una vez transcurrida la etapa aguda de la infeccion, la respuesta inmune del
hospedero logra controlar la parasitemia dando comienzo a la fase crénica de la
infeccion en la cual los pacientes poseen serologia positiva y pueden o no poseer signos
y sintomas clinicos. Habitualmente, esta etapa es asintomatica, silente y se extiende
durante toda la vida del paciente. Por razones que aun se desconocen, luego de un
periodo comprendido entre 10 a 20 afos el 30% de los individuos desarrolla dafios
viscerales o cardiacos caracteristicos de la Enfermedad de Chagas (Pinho Ribeiro AL
2000; Prata 2001; Lazzari 2007). Las manifestaciones cardiacas asociadas son
alteraciones de la conduccién, ya que se producen bloqueos completos o incompletos de
alguna de las ramas del haz de His. Con mayor frecuencia se observa bloqueo completo
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de rama derecha o el hemibloqueo de rama anterior izquierda. La hipertrofia ventricular
es comun, aunque también se puede observar hipertrofia auricular. La afeccién cardiaca
puede incluir ademas valvulopatias, arritmias y tromboembolismo que causan

insuficiencia fisica y pueden llevar a la muerte (Prata 2001; Lazzari 2007).

Las formas digestivas que poseen mayor relevancia epidemiolégica son el megacolon
y megaeséfago. La prevalencia de estas formas clinicas habitualmente no supera el 10%
y es variable segun la regién geografica. Esta patologia es consecuencia de la afeccion
del sistema nervioso autbnomo del aparato digestivo, que se manifiesta con pérdida del
tono causando dilatacidén y deterioro de la motilidad (de Rezende JM 2000; Lazzari 2007).

Tratamiento etiolégico

Desde la década del 30, se ha intentado el desarrollo de drogas para el tratamiento
efectivo de la infeccidén por T. cruzi. Si bien hay drogas de ultima generacion en fase de
experimentacion, actualmente las Unicas drogas autorizadas en la Argentina para el
tratamiento de la Enfermedad de Chagas son el 5-nitrofurano (Nifurtimox) y un derivado
de 2-nitroimidazole (Benznidazole) (Programa Nacional de Chagas 2006). Ambas han
sido evaluadas experimentalmente y en investigacion clinica, pero fueron desarrolladas
hace aproximadamente 40 afos (Brener 2000). Empleando dichas drogas, entre el 88 y
100% de los pacientes cursando fase aguda, mostraron negativizacién de la serologia y
pruebas parasitolégicas (criterio de cura) entre los 4 y 12 meses posteriores al
tratamiento. Sin embargo, solo se observé negativizacién serolégica en pacientes
cronicos de 6 a 10 anos de edad (Cichero 1969). Los criterios de tratamiento han
cambiado en el tiempo en base a cambios de paradigma surgidos de la infeccion
experimental y a diversos estudios clinicos (Jones y col. 1993; Viotti y col. 1994; Tarleton
y Zhang 1999; Sosa-Estani y col. 2009). Actualmente el tratamiento estd indicado a todos
los pacientes hasta los 15 afos de edad, a todo individuo cursando fase aguda de la
infeccién, en las reactivaciones y a pacientes adultos en fase crénica (Programa Nacional
de Chagas 2006; Sosa-Estani y col. 2009). La OMS, a su vez, extiende el criterio de
tratamiento a las formas cardiacas incipientes asintomaticas de la enfermedad de Chagas
y el tratamiento en caso de accidentes con material contaminado en laboratorio o durante
cirugias y a donante o receptor en transplantes de érganos (Organizacion Panamericana
de la Salud 1998).
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Infeccion experimental: etapa aguda

El modelo polar en la infeccién experimental

La diversidad genética de los diferentes aislados de T. cruzi tendria consecuencias
fenotipicas importantes cuando se evaluan parametros como multiplicacion in vitro, perfil
antigénico, virulencia, tropismo tisular, sensibilidad a drogas tripanocidas (de Lana y col.
1998; Revollo y col. 1998; Tibayrenc y Ayala 1999; Risso y col. 2004). En la infeccion
experimental murina se establecié un modelo “polar” con cepas y clones pertenecientes a
la UDT VIy ala UDTI | (Mirkin y col. 1997; Gonzalez Cappa y col. 1999). Los ratones de
cepas susceptibles inoculados por via intraperitoneal con 50 - 500 tripomastigotes
sanguineos de cepas y clones pertenecientes a la UDT VI inducen una infeccion muy
agresiva con una mortalidad del 90-100% a los 20-25 dpi (parasitos de alta virulencia).
Por la misma via y con un inéculo 1000 veces mayor, los tripomastigotes sanguineos de
cepas Yy clones pertenecientes a la UDT | inducen una infeccion con caracteristicas mas
leves, que se cronifica con una mortalidad que no supera el 10-20% (parasitos de baja
virulencia) (Risso y col. 2004). Asociada a la letalidad, se describi6é que las cepas de alta
virulencia inducen en el huésped un profundo dafo en el tejido nervioso mientras que las
de baja virulencia producen lesiones leves y reversibles (Mirkin y col. 1997), Miembros de
nuestro grupo describieron que los tripomastigotes sanguineos de alta virulencia poseen
una mayor expresion y liberacién de la trans-sialidasa (un factor de virulencia de T. cruzi,
ver mas adelante) durante la etapa aguda (Risso y col. 2004) y que solamente las cepas
de alta virulencia estan asociadas a la trombocitopenia aguda (Tribulatti y col. 2005) y las
lesiones en el timo, ganglio y bazo (Risso y col. 2004; Risso y col. 2007) que se describen
mas adelante (Figura 4 A-C).

Caracteristicas de la respuesta inmune

Los tripomastigotes sanguineos de T. cruzi pueden ser inoculados experimentalmente
a través de las diferentes vias de inoculacion y hay multiples variables que determinaran
la cinética y el progreso de la infeccion: la via de ingreso, el indculo inicial, la cepa de T.
cruziy la de ratén son algunas de ellas (Pellegrini y col 2011.; Roggero y col. 2002; Alba
Soto y col. 2010).

Los parasitos pueden infectar potencialmente todas las células nucleadas en el
huésped mamifero aunque predominantemente tiene un tropismo por tejido muscular liso,
esquelético y cardiaco. Tanto los macréfagos como las células dendriticas (DC)

inmaduras son las primeras células que serian infectadas y en las que se pueden replicar
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Figura 4. Dano histologico inducido por cepas de alta virulencia. A. Timo. Nétese la desorganizacion tisular
y la deplecién medular (arriba) que se observan con mayor magnificacién (abajo). B. Bazo y C. Ganglio. Las
flechas cortas indican zonas de desorganizacion tisular. Las flechas largas indican las areas magnificadas
(foto de abajo).

los tripomastigotes (Tarleton 2007) aunque clasicamente, luego de la infeccién solamente
los macréfagos estan descriptos como la primera barrera para los parésitos
(Camandaroba y col. 2006). Luego de su ingreso, los tripomastigotes permanecen
contenidos dentro de una vacuola parasitoéfora, escapan de dicha vacuola y comienzan a
multiplicarse como amastigotes en el citoplasma de la célula huéped. Después de varios
ciclos de replicacion, se inicia la transformacion a la forma tripomastigote e inician un
intenso movimiento intracelular que causaria la lisis de la célula huésped y la liberacion
de las formas infectantes, de formas evolutivas intermedias y algunos amastigotes sin
transformar hacia la matriz extracelular (MEC). Esto permite la invasién de células
vecinas y la diseminacion a través del torrente circulatorio hacia otros tejidos del huésped
(de Souza 2000; Schmitz y col. 2009). Tanto el parasito como el contenido de la vacuola
parasitéfora activan elementos de la respuesta innata por patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) que estimulan a receptores tipo Toll (TLR) que
reconocen estos patrones. De esta manera se activan vias de reconocimiento innatas
dependientes de MyD88 y TRIF en macréfagos y células dendriticas (Tarleton 2007).
Diferentes moléculas del parasito han sido reportadas como potentes estimuladores de la
respuesta innata (Rodrigues y col. 2011), mientras que otras moléculas inducen una
activacion policlonal de las células inmunes retrasando el desarrollo de la respuesta
inmune adaptativa (Minoprio y col. 1986a).

En modelos que estudian los pasos iniciales de la respuesta inmune innata en la
infeccién con T. cruzi se describié que una vez activados por la sefializacién del TLR2 los
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macroéfagos y las células centinelas secretan quimioquinas CXC que inducen la migracion
de leucocitos polimorfonucleares neutréfilos (PMN) y el flujo de plasma hacia los tejidos;
procesos que permiten la acumulacion de proteinas plasmaticas involucradas en el inicio
del proceso inflamatorio (Schmitz y col. 2009). Los PMN jugarian un rol critico en la
vinculacion de la respuesta innata y adquirida ya que en este proceso de edematizacion
se activan senales de peligro que induce a las células dendriticas a la liberacion de IL-12
y a la induccion de un perfil Th1 asociado al control parasitario (Monteiro y col. 2006).

A medida que progresa la infeccién, los macrofagos y las células dendriticas
comienzan a secretar IL-12 que activa a las células NK para la produccion de IFN-y que,
a su vez actua reciprocamente sobre los macrofagos para que inicien la actividad
microbicida. El papel protector de IFN-y fue ampliamente demostrado (Reed 1988;
Minoprio y col. 1993) aunque estaria limitado a los estadios iniciales de la infeccion
(Cardillo y col. 1996; Zhang y Tarleton 1996). Los macréfagos activados liberan TNF-a
que actua sinérgicamente con IFN-y e IL-12. Se ha demostrado el rol fundamental de
TNF-a, IL-12 y del NO para el control de la replicacién del parasito in vivo (Silva y col.
1995; Aliberti y col. 1996; Brener y Gazzinelli 1997). Conjuntamente con el aumento de
citoquinas proinflamatorias, también aumentan otras con funciones inmunomoduladoras
como IL-10 y TGF-By se demostrd, in vitro, la capacidad de estas dos citoquinas de
inhibir la capacidad tripanocida del NO (Gazzinelli y col. 1992). Diferentes estudios
demostraron una correlacién entre la susceptibilidad de cepas murinas y una mayor
produccion de IL-10 (Minoprio y col. 1993; Reed y col. 1994). Los animales deficientes
para la produccion de IL-10 controlan mejor la infeccion (Alba Soto y col. 2010) y poseen
menor carga parasitaria en el tejido cardiaco, pero se mueren precozmente por los

efectos toxicos del exceso de IL-12, TNF-a e IFN-y (Hunter y col. 1997).

Durante la etapa aguda, T. cruzi induce una importante activacion policlonal de
Linfocitos B (LB) y Linfocitos T (LT) e hipergammaglobulinema. Al igual que en la
infeccién con otros patbgenos, este fendbmeno ha sido asociado a los mitégenos y los
superantigenos como estrategia de evasion de la respuesta inume y asegurarse la
persistencia (Minoprio 2001). En la infeccion con T. cruzi la activaciéon policlonal es el
resultado de la accion de mitégenos del parasito y de la produccion de citoquinas (por
ejemplo IL-6 y BAFF) (Reina-San-Martin y col. 2000b; Montes y col. 2006). Una
consecuencia de la activacion policlonal es la posible aparicion de clones autoreactivos
que podrian derivar en manifestaciones autoinmunes durante la etapa crénica de la

infeccion (Acosta Rodriguez y col. 2007).

iy



En términos generales, la resistencia a patégenos intracelulares esta asociada a una
respuesta celular con un perfil de citoquinas Th1 (IFN-y, IL-2, IL-12) (Zhang y Tarleton
1996). Sin embargo, T. cruzi tiene la capacidad de suprimir la expresién de IL-2 (Tarleton
y Kuhn 1984) y su receptor (Kierszenbaum y Sztein 1992), eventos que conducen a un
estado de inmunosupresion y de anergia de la respuesta Th1 (Zhang y Tarleton 1996)
caracteristicos de la fase aguda (Tarleton y col. 2000). En este mismo sentido, otro
mecanismo inmunoregulatorio estaria asociado a la elevada expresion de Galectina-1 en
los LB activados por la infeccion con T. cruzi. La Galectina-1 induce selectivamente la
apoptosis de LT secretores de IFN-y (Acosta Rodriguez y col. 2007). Sin embargo, en las
cepas murinas resistentes a la infeccion con T. cruzi se observd que la mezcla de ambos
perfiles de citoquinas (Th1/Th2) es lo que les confiere una respuesta mas eficiente para
controlar la parasitemia. La respuesta humoral dirigida contra los tripomastigotes es
fundamental para la supervivencia del huésped y el clearence del parasito (Kierszenbaum
y Howard 1976; Krettli y Brener 1976; Rottenberg y col. 1990). El papel protector de los
anticuerpos en la fase aguda esta relacionado con la capacidad de remover los parasitos
de circulacion y con otros efectos celulares concomitantes (Acosta Rodriguez y col.
2007).

El parasito en los tejidos

A pesar de la intensidad de la respuesta inmune dirigida contra T. cruzi, ésta es
insuficiente para erradicar al parasito (Acosta Rodriguez y col. 2007) y los tripomastigotes
que llegan a la microcirculacién infectan otros tejidos. En el proceso de invasidon a células
musculares cardiacas o esqueléticas se encuentran involucradas entre otras proteinas,
gp85 y TS (Andrade y Andrews 2005). La proteina gp85 participa en la adhesion del
parasito a la célula huésped y también a elementos de la MEC. El rol de la MEC en la
infeccién ha cobrado relevancia recientemente ya que se describié que el parasito induce
el aumento de la expresion de proteinas de la matriz lo que favorece la invasiéon en los

estadios tempranos de las infeccion (Cardenas y col. 2011).

En el musculo cardiaco y esquelético durante la etapa aguda los parasitos se
multiplican en forma de amastigotes en el citoplasma celular formando grandes acimulos
parasitarios. En este contexto los miocardiocitos comienzan a liberar quimioquinas y
sefales proinflamatorias que derivara en la miocarditis aguda caracterizada
mayoritariamente por LT CD8" aunque también se describié la presencia de macroéfagos,
PMNs y LT CD4" en menor proporcion (Sato y col. 1992; Sun y Tarleton 1993; Mirkin y

col. 1994).



A tiempos tempranos de la infeccion (6 dpi) se observan células endoteliales de la
microvasculatura coronaria infectadas (Tanowitz y col. 1990) asociado con alteraciones
focales con aumento de la agregacion y adherencia plaquetaria (Tanowitz y col. 1992b) y
una intensa vasculitis que no se limita solamente al tejido cardiaco sugiriendo que la
vasculopatia es parte de la patogénesis de T. cruzi (Petkova y col. 2001). El dafo
endotelial y también la invasion de los parasitos a otras poblaciones celulares del
miocardio (miocardiocitos y fibroblastos) son factores importantes que contribuyen a los
vasoespasmos y la isquemia focal; probablemente debido al incremento en la liberacién
de péptidos vasoactivos como endotelina-1 (Petkova y col. 2001).

Las alteraciones hematoldgicas propias de esta etapa en el modelo murino fueron
analizadas por miembros de nuestro grupo y otros autores y se comunicd
trombocitopenia (Marcondes y col. 2000; Tribulatti y col. 2005), anemia, leucopenia y un
menor recuento de precursores en la médula ésea (Marcondes y col. 2000). En el plasma
de los ratones infectados se describié el aumento de reactantes de fase aguda como el
peptido amiloide y la a-2 macroglobulina, entre otros (Scharfstein y col. 1982; De Souza y
col. 2008)

Los Polimorfonucleares Neutrofilos

Los Polimorfonucleares Neutréfilos (PMN) son los leucocitos mas abundantes en
sangre y la primer poblaciéon de células que arriba en respuesta a una injuria en un tejido
(Springer 1995). Si bien tradicionalmente ha sido minimizada su actividad fagocitica,
recientemente se los ha categorizado como un arquetipo de fagocito y esta nueva
perspectiva los torna interesantes para analizar nuevas capacidades desconocidas en
esta poblacién (Silva y Correia-Neves 2012). Un aspecto critico del proceso inflamatorio
es la migracion de los PMN circulantes hacia los tejidos en respuesta a quimioatractantes
y sefales inflamatorias. En circulacién, los PMN contactan de manera continua y aleatoria
al endotelio y censan la presencia de moléculas de adhesién sobre la cara luminal de las
células endoteliales. Los PMN expresan constitutivamente dos moléculas fundamentales
para este proceso de reconocimiento: P-selectina y L-selectina (Amulic y col. 2012).
Frente a la presencia de un patégeno y/o citoquinas proinflamatorias, las células del
endotelio se activan y expresan moléculas de adhesion que unen a P- y L-selectina y
moléculas proinflamatorias. A través de estas sefales, los PMN se activan e inician un
proceso de migraciéon para llegar al tejido injuriado y ejercer su funcién protectora e
inmunoregulatoria. Ese proceso migratorio ha sido bien caracterizado e involucra: 1) el

rodamiento (rolling) de los PMN sobre el endotelio, 2) adhesion firme y 3) extravasaciéon a
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través del endotelio y la membrana basal (Yuan y col.). Los cambios en el patrén de
moléculas de superficie luego de la activacién pueden analizarse por citometria de flujo y
hay tres moléculas caracteristicas de este proceso: CD11b, CD66b y L-selectina
(Fermino y col. 2011; Simard y col. 2010; Hayashi y col. 2003).

Luego de frenar en el rodamiento, los PMN establecen una adhesion mas firme (a
través de integrinas) en la zona del endotelio donde atravesaran al tejido y una de las
integrinas centrales en este proceso es CD11b (Reaves y col. 2005). Se describié un
aumento de la expresion de CD11b en membrana en PMN humanos incubados con
pigmentos malaricos (Pichyangkul y col. 1997), con LPS (Gomes y col. 2010) y con
diversos estimulos inflamatorios como fMLP, LTB4 y TNF-a entre otros (Griffin y col.
1990; Sengelov y col. 1993). Por su parte CD66b pertenece a la superfamilia de
inmunoglobulinas y estd involucrada en los eventos tempranos de la activacion de los
PMN como la modificacién del citoesqueleto que permite los cambios de forma en los
PMN vy la activacion de moléculas como CD11b (Stocks y col. 1995). La L-selectina es
una molécula de adhesién y es clivada de la membrana cuando los PMN se activan por
reconocimiento de PAMPs por ejemplo por la via de TLR2 y TLR4 (Hayashi y col. 2003).
El rol del shedding en la interaccion de los leucocitos con el endotelio es complejo y varia
de acuerdo al tejido, las subpoblaciones de leucocitos y la sefal inflamatoria involucrada
(Venturi y col. 2003). También la L-selectina soluble esta involucrada en la homeostasis
de los procesos de adhesién y migracién (Tu y col. 2002).

Los PMN poseen 4 tipos de granulos citoplasmaticos principales: vesiculas
secretorias, granulos terciarios, granulos secundarios o especificos y granulos primarios o
azurdfilos que son exocitados en ese orden (Jog y col. 2007). La metaloproteasa de
matriz extracelular 9 (MMP-9) es la Unica gelatinasa descripta en PMN (Opdenakker y
col. 2001), es el componente principal de los granulos terciarios (Ehrenfeld y col. 2009) y
cumpliria un rol importante, luego de un estimulo migratorio, en la degradacion de la
membrana basal durante el proceso de extravasacién (Pugin y col. 1999). Se ha
demostrado in vitro que los PMN humanos tienen la capacidad de liberar a sangre la
MMP-9 almacenada en los granulos terciarios luego de estimularlos con LPS,
fitohemoaglutinina, formilpéptido bacteriano (fMLP), TNF-a y otras citoquinas
proinflamatorias (Delclaux y col. 1996; Pugin y col. 1999). Cuando se mide la actividad
enzimatica de la MMP-9 neutrofilica por una técnica denominada zimografia, se detecta:
su forma libre (92 kDa), su forma acomplejada a NGAL (lipocalina asociada a la
gelatinasa de neutréfilos, 135 kDa) y su forma como homodimero (220 kDa) (Ardi y col.
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Ademas de su actividad en la destruccion inespecifica de patégenos y sus
capacidades proinflamatorias, recientemente fue revisado el papel que juegan los PMN
en la liberacién de citoquinas y en la modulacién de la respuesta innata y especifica
(Mantovani y col. 2011). Si bien existe un volumen considerable de bibliografia que
permite destacar la relevancia de la participacion de los PMN en la infeccién con T. cruzi,
su rol especifico aun resulta elusivo (Tosello Boari y col. 2012). Se sabe que los PMN se
acumulan y en gran numero en torno al sitio de la infeccion y en los tejidos infectados de
pacientes con Enfermedad de Chagas (Koberle 1968). Se ha observado, tanto in vitro
como in vivo, que la accién de los PMN podria tener un efecto tanto protector como
deletéreo y utilizando sangre e infiltrados inflamatorios de pacientes con esta patologia
(Kierszenbaum y Hayes 1980; Molina y Kierszenbaum 1989) y la infeccién murina
dependiendo de la cepa de raton utilizada (Chen y col. 2001). La llegada de los PMN al
sitio de infeccion se debe al gradiente de quimioquinas creado por las células centinelas
del sistema inmune innato que reconocen PAMPs liberados por los tripomastigotes de T.
cruzi. A través de la sefalizacion de TLRs, aumenta la liberacibn de moléculas
vasoactivas y quimioatractantes favoreciendo el acceso de PMN a los tejidos infectados y
aumentando el edema intersticial en la zona de la infeccion (Schmitz y col. 2009; Andrade
y col. 2011). Una vez en los tejidos, los PMN colaborarian en la eliminacién directa de los
tripomastigotes a través de la liberacién de defensinas (Madison y col. 2007) y en el
montaje de la respuesta inmune murina a traves de la liberacion de IFN-y e IL-12 (Chen y
col. 2001). Recientemente, utilizando un modelo murino KO para IL-17RA se analizé la
participacién critica de los neutréfilos tanto en la modulacion de la respuesta Th1, control
de la parasitemia y el dafo tisular (Tosello Boari y col. 2012), tal como se habia
propuesto en ensayos realizados con PMN humanos estimulados con merozoitos de
Plasmodium falciparum opsonizados (Joos y col. 2010).

Las Plaquetas

Las plaquetas son fragmentos anucleares derivados del citoplasma de los
megacariocitos de la médula ésea. En condiciones fisiologicas las plaquetas circulan sin
formar adhesiones estables con el endotelio. Luego de una injuria vascular las plaquetas
rapidamente se adhieren a los sitios de ruptura del endotelio para formar un tapén que
evita la pérdida de sangre (Kaplan y Jackson 2011). Ademds, poseen un papel
proinflamatorio cuando hay distorsiones en el flujo sanguineo y también tienen un rol en
la defensa contra microorganismos patégenos (Umekita y Mota 1989; Kaplan y Jackson)
ya que expresan moléculas inmunomoduladoras (TLR 2, TLR 4 y TLR 9, CD40L, etc) vy
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liberan citoquinas (IL-1B, TGF-B, etc) que les confiere una participacion en la respueta
inmune (Li y col. 2012). Por otra parte se describié que las plaquetas humanas tratadas
con agonistas de la agregacién plaquetaria liberan metaloproteasa-2 (MMP-2) y se
demostré que esta MMP esta involucrada en los procesos de activacion y de agregacion
(Sawicki y col. 1997; Kazes y col. 2000). En contraste, la actividad de MMP-9 plaquetaria
tendria un efecto antiagregante como se demostrd in vitro e in vivo (Sheu y col. 2004) y
de este modo ambas MMPs jugarian un rol importante en el equilibrio homeostatico de la
interaccién entre plaquetas y de las plaquetas con el endotelio (Fernandez-Patron y col.
1999).

Se observo in vitro que las plaquetas murinas tienen la capacidad de adherirse y lisar
a los tripomastigotes sanguineos de T. cruzi opsonizados (Umekita y Mota 1989) y en los
ratones infectados, el umbral de agregacidén plaquetaria es menor que en los controles
(Tanowitz y col. 1990). Por su parte las plaquetas humanas poseen mayor adherencia a
las células endoteliales infectadas con T. cruzi (Tanowitz y col. 1990). La formacién de
estos trombos plaquetarios asociados al endotelio activado, estan involucrados en la
inflamacién de la microvasculastura coronaria observada en la infeccion con T. cruzi
(Tanowitz y col. 1990; Petkova y col. 2001).

En la etapa aguda de la infeccién se describié una profunda trombocitopenia (Cardoso
y Brener 1980; Marcondes y col. 2000; Tribulatti y col. 2005). Nuestro grupo a través de
ensayos in vivo describio la participacién de la actividad trans-sialidasa en la induccién de
trombocitopenia en infecciones causadas por cepas de T. cruzi de alta virulencia
(Tribulatti y col. 2005). EI mecanismo esta relacionado con la desialidacién de la
superficie de las plaquetas, que luego son fagocitadas por las células de Kuppfer en el
higado (Tribulatti y col. 2005).

Las poblaciones de linfocitos en el Bazo normal

Los LB murinos maduran por una serie de pasos secuenciales de diferenciacion.
Inicialmente se generan en la médula désea a partir de células pluripotenciales
hematopoyéticas comisionadas al linaje B. En las células pro-B, el estadio de maduracién
mas temprano, sucede el rearreglo de la cadena pesada de la Inmunoglobulina (Ig) de
isotipo u. Si el reagrreglo fue efectivo las células pasan al siguiente estadio (células pre-
B) en el que las cadenas pesadas de esta Ig se expresan en el citoplasma y en ultima
instancia en la membrana como el complejo receptor B (BCR). En este estadio se
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producen los re-arreglos y la expresion de la cadena liviana de la Ig y, luego del
ensamblaje de esta cadena en el BCR, se los denomina LB inmaduros (Su y col. 2004).

Una vez que son liberados desde la médula ésea, los LB inmaduros se los denomina
“de transicion” y rapidamente salen de circulacion y se alojan en los érganos linfoides
secundarios (OLS) predominantemente en el bazo. Hay al menos dos subpoblaciones de
LB de transicién: tipo 1 (LB Tr1) y tipo 2 (LB Tr2) con un desarrollo secuencial de LB Tr1
a LB Tr2 en 48 horas y de LB Tr2 a LB maduro o LB de zona marginal (ver Figura 5A) en
24-48 horas (Loder y col. 1999). Estas subpoblaciones se pueden caracterizar
fenotipicamente por los niveles de expresion de IgD e IgM a través de la citometria de
flujo (FACS) (Figura 5B) (Loder y col. 1999).

El bazo es el 6rgano de filtracidén de la sangre mas grande del cuerpo. Esta organizado
como un “arbol” de ramificaciones de vasos arteriales en el que las arteriolas mas
pequenas derivan en un sistema venoso sinusoidal (Mebius y Kraal 2005). Esta
constituido por dos compartimentos funcionales y morfolégicos distintos: la pulpa roja y la
pulpa blanca (Figura 6A). La pulpa roja es la que actua como filtro removiendo de la
circulacion eritrocitos danados o senescentes. El bazo es el OLS mas grande, y en la
pulpa blanca se acumulan alrededor de la cuarta parte de los linfocitos totales y es donde
comienza la respuesta inmune iniciada por antigenos presentes en la circulacion. La
pulpa blanca se encuentra rodeando a la pulpa roja y esta dividida en tres regiones: la
vaina de linfocitos periarteriolar, la zona marginal y los foliculos (Figura 6A).

En los ratones, la pulpa blanca del bazo esta organizada en areas linfoides que
envuelven a la pulpa roja de manera similar a la estructura de los ganglios. Las vainas
linfoides periarteriolares (también denominada compartimento o &rea T) estan
compuestas por una alta proporciéon de LT aunque también se pueden localizar alli a los
LB Tr1 (Loder y col. 1999). En esta area los LT interactian con DC y con LB maduros
recirculantes. En el area B (también conocido como foliculo primario) se encuentran los
LB Tr2 y los LB maduros convencionales y es donde ocurrira la expansién clonal de los
LB maduros una vez que se activen (Cesta 2006). La correcta organizacion y
mantenimiento de la pulpa blanca estd controlada por quimioquinas especificas que
atraen a los LBy LT a sus respectivas areas (ver mas adelante) (Mebius y Kraal 2005).

La zona marginal (ZM) es un area de transito para los linfocitos que ingresan al bazo
aunque también esta conformada por células residentes con una disposicién anatomica
que permite censar la presencia de patégenos y antigenos en circulacion. Esta zona esta
compuesta por subpoblaciones de macréfagos de la zona marginal (MZM) y entre ambas
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subpoblaciones se encuentran los LB de ZM (Figura 6A) (Cesta 2006). El seno marginal
(donde el flujo sanguineo disminuye significativamente) atraviesa la ZM y tanto los
eritrocitos senescentes como los patdgenos y antigenos presentes en la circulacion
pueden ser eficientemente fagocitados por los macréfagos residentes de esta zona (Kraal
1992). Los LB ZM constituyen una primera y rapida linea de defensa ya que tienen la

capacidad de reconocer ciertos antigenos derivados de polisacaridos y diferenciarse a
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Figura 5. A. Distintos estadios de maduraciéon de los Linfocitos B y su ubicacion anatomica (Su y col.
2004). B. Caracterizacion fenotipica por citometria de flujo de los estadios de maduraciéon de los LB
(Loder y col. 1999).
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Figura 6 A. Esquema de las regiones del bazo murino. B. Magnificacién de un sector de la Pulpa blanca.
Los LT expresan CCR7 y se posicionan en las areas T en respuesta a las quimioquinas CCL19 y CCL21.
Los LB inmaduros expresan CCR7 que les permite ingresar a la pulpa blanca. Paralelamente aumenta la
expresion de CXCR5 que los direcciona hacia las areas B en respuesta a la quimiquina CXCL13.
Adaptacién de Stein y Nombela Arrieta (2005)

células secretoras de anticuerpos T-independientes (Karlsson y col. 2003). Los LB ZM
pueden traslocar a la pulpa blanca, aunque se los considera una subpoblacion
relativamente sésil. Fenotipicamente se caracterizan por la expresion de B220*, IgD** e
IgM@"™ (Mebius y Kraal 2005).

La respuesta humoral adaptativa LT-dependiente se inicia cuando los LB y LT
especificos para un antigeno externo interactuan en el borde los foliculos primarios y las
areas T. Los LB activados por el reconocimiento de un antigeno externo por el BCR y por
las moléculas coestimulatorias del LT especifico pueden tener dos destinos: 1) la
migracion hacia areas extrafoliculares seguido de proliferacién y una diferenciacion
terminal en células plasmaticas secretoras de anticuerpos (Ab) de vida corta o 2) la
migracion hacia el interior del foliculo seguido de proliferacién y el establecimiento del
Centro Germinal (GC). EI mecanismo que marca el destino de los LB activados aun
permanece poco conocido aunque se ha sugerido que tanto la afinidad del BCR por el
antigeno externo como el tipo de sefal coestimulatoria de los LT estarian involucrados
(Allen y col. 2007) y mas recientemente se sugirié que un receptor de quimioquinas
(EBI2) también participaria en ese proceso (Gatto y col. 2011). Aquellos que migran al
interior del foliculo lo hacen hacia el centro de esa area y proliferan dentro de la red de
células dendriticas foliculares (Wang y Carter 2005). Estas células tienen la capacidad de
capturar grandes cantidades de antigenos y actuaran como presentadoras a los LB CG.
A medida que el CG madura dos compartimentos se hacen mas evidentes: la zona clara
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y la zona oscura basadas en su apariencia histolégica y alli es donde ocurrirdn procesos
de hipermutacion somatica y la seleccién de los clones que unen al antigeno con buena
afinidad. Aquellas células que no pasen este proceso recibiran senales de muerte,
mientras que las que si lo hagan se encontraran con los LT CD4" especificos que le dara
sefnales de sobrevida y de diferenciacion a células plasmaticas secretoras de anticuerpos
(Allen y col. 2007). Los LB GC se caracterizan por el aumento de lactosa desialidadas en
su superficie y se identifican por citometria de flujo por la afinidad con la lectina
aglutinante del mani (PNA) (Butcher y col. 1982; Shinall y col. 2000; Bermejo y col. 2011).

Los quimioatractantes linfocitarios

La migracion de los linfocitos a sus respectivas areas en el bazo esta finamente
regulada e involucra quimioquinas secretadas por células estromales de ese érgano (DC
foliculares y fibroblastos). Los LT y las DC maduras expresan el receptor de quimioquinas
CCR7 que los posiciona en las areas T de los OLS ya que las células estromales (DC
foliculares) de las areas T son las que liberan los ligandos de CCR7: las quimioquinas
CCL19 y CCL21 (Forster y col. 1999; Gunn y col. 1999; Luther y col. 2000). El receptor
CCR7 también esta involucrado en la recirculacion de linfocitos ya que CCL21 se expresa
también en las vénulas endoteliales altas y otros tejidos linfoides y no linfoides (Luther y
col. 2000). Una vez que terminan de madurar en la médula ésea, también los LB de
transicion aumentan la expresion del receptor CCR7 que les permite el ingreso a los OLS.
Estos linfocitos aumentan paralelamente la expresion de CXCR5 (Bowman y col. 2000) y
se posicionaran en las areas B de los OLS por el gradiente de la quimioquina CXCL13
(secretada por las células estromales de las areas B de los OLS) (Bowman y col. 2000;
Cyster y col. 2000). En definitiva es a través del gradiente de estas quimioquinas y de un
balance en la expresién de los CCR7 y CXCR5 lo que deteminara la posicion anatémica
de los LB (Figura 6B) (Reif y col. 2002). Si el LB es naive el balance es en favor de
CXCR5 y respondera prefencialmente a los ligandos que lo posicionan en las areas B.
Una vez que los LB reconocen a su antigeno especifico y se activan, el balance se
inclinara en favor de CCR7 que los direccionara hacia las areas T (Figura 7) (Reif y col.
2002).

A diferencia de los LB, la gran mayoria de los LT néive no expresan CXCR5. Las DC
realizan la presentacién del antigeno a los LT CD4" y solo se activaran aquellos que
poseen el TCR especifico. Ademas, conjuntamente con la sefial especifica para que el LT
CD4" especifico se active deben interactian moléculas coestimulatorias de ambas

poblaciones de células (por ejemplo CD86 y CD28). Esta sefal induce secrecion de
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Figura 7. Esquema de los eventos relacionados a la expresién de CCR7 y CXCR5 luego del
reconocimiento de un antigeno y el balance de expresion de estos receptores que debe ocurrir para que
ocurra la interacion LB/LT en el borde de las area B. DC folic = DC foliculares. Adaptacion de Stein y
Nombela Arrieta (2005).

citoquinas que promueven la sobrevida de los LT CD4" especificos y la expresion de
CD40 ligando (Brocker y col. 1999). Esta molécula interactua con el CD40 de la DC y se
gatilla el aumento de expresién de OX40 ligando en ésta dltima. La coestimulacion a
través de CD28 y de OX40 con sus respectivos ligandos es la responsable de la rapida
expansion de los LT CD4" especificos en las areas T y ademas actla sinérgicamente
para aumentar la expresion de CXCRS5 que los direccionara hacia los foliculos B (Walker
y col. 2000). De esta forma en el borde del foliculo B se produce el encuentro de los
linfocitos activados de ambas poblaciones. Los LB que reciban las senales
correspondientes comienzan a proliferar y generan los CG (Figura 7).

El bazo en la etapa aguda de la infeccion

Durante la etapa aguda de la infeccidén se describié un incremento en el nimero de LB
y LT en el bazo y otros OLS (Minoprio y col. 1986b). En los animales infectados se
observa una hipergammaglobulinemia y una esplenomegalia en la que mas de la mitad
de las células son LB activados en division (Bermejo y col. 2011). Esta importante
respuesta es policlonal y la mayor parte de los anticuerpos no son especificos para
antigenos parasitarios y por lo tanto constituye un mecanismo de evasién de los
tripomastigotes y favorece la infeccion (Bermejo y col. 2011). En esta etapa se describié
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un aumento del nimero de células de todas las poblaciones de LB del bazo (Tr1, Tr2 y
maduros tipo 2) (Tosello Boari y col.) y en la poblacién de LB MZ asociados a la
respuesta policlonal inespecifica (Bryan y col. 2010). Durante la infeccién aguda también
se encontraron en el bazo un alto nimero de células plasmaticas secretoras de

anticuerpos (Acosta Rodriguez y col.; Bermejo y col.; Tosello Boari y col.).

Miembros de nuestro grupo han reportado in vivo una profunda desorganizacion y
destruccién tisular del bazo y del ganglio en la etapa aguda de la infeccién con cepas de
alta virulencia (Risso y col. 2007). La pulpa blanca se observd mas pequena
principalmente por la reduccion de los foliculos y por alteraciones en el area T, con pocos
y pequenos GC y con un importante aumento en la poblacién de macréfagos (Risso y col.
2007). Esta pérdida de la histoarquitectura del bazo fue asociada a la actividad de la
trans-sialidasa (un factor de virulencia del parasito, ver mas adelante) (Leguizamon y col.
1999; Risso y col. 2007). Ademas otros autores describieron alteraciones en la ubicacion
anatomica de los GC durante la etapa aguda (Bermejo y col. 2011).

La matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) fue considerada durante mucho tiempo sélo una
estructura que brindaba anclaje y soporte mecanico a las células en los organismos
pluricelulares. Actualmente, se sabe que la matriz extracelular es una estructura compleja
y dindmica que contiene factores de crecimiento, proteinas de unién, citoquinas y otras
biomoléculas, como asi también sitios de union de moléculas de superficie celular. La
MEC interactia constantemente con las células, las mismas se unen y desunen de la
MEC secretando proteinas que modifican el ambiente de la MEC. Las interacciones
MEC-célula median procesos como la supervivencia, apoptosis, divisién y diferenciacion
celular (Mott y Werb 2004). La MEC esta constituida por el espacio intersticial entre
células y por la membrana basal. Es sintetizada principalmente por una poblacion
heterogénea de fibroblastos y estd compuesta por agua, proteinas y polisacaridos. Entre
las proteinas mas representativas de la MEC se encuentran la laminina, colageno,

elastina y fibronectina (Pina-Vazquez y col. 2012).

Existen evidencias que demuestran que T. cruzi modula la MEC para facilitar la
invasién a células humanas (Nde y col. 2006; Simmons y col. 2006). La ruptura de la
MEC en la infeccidén es un prerequisito dado que los pardsitos deben movilizarse para
avanzar hacia los tejidos y como efecto colateral de ese proceso se liberan citoquinas y
quimioquinas (Pina-Vazquez y col.). Se conoce que el parasito posee en su superficie y
que libera moléculas que se unen a elementos de la MEC tales como colageno |y IV
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(Velge y col. 1988; Santana y col. 1997). Ademas T. cruzi es capaz de regular la
expresion de proteinas de la MEC (Pina-Vazquez y col.). A través del andlisis a nivel de
interacciones proteina-proteina se pudo determinar que T. cruziinduce un aumento en la
expresion de trombospondina y laminina a través de gp83, una proteina de superficie del
parasito involucrada en el proceso de invasion celular (Cardenas y col. 2011). En este
proceso también esta invoclucrada la galectina-3 del huésped (Cardenas y col. 2011). La
disminucion de la expresion esta asociada a la degradacion de elementos de la MEC
mediada por serin y cistein-proteasas y metaloproteasas del parasito (ver mas adelante)
(Pina-Vazquez y col.).

La trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi no posee la maquinaria enzimatica necesaria para la sintesis de
acido sialico de novo (Schauer 1982; Previato y col. 1985) pero sintetiza una enzima
trans-sialidasa (TS) que emplean los parasitos para transferir residuos sialilo desde
moléculas glicosiladas del huésped a su membrana externa. Sin embargo, TS también es
capaz de catalizar esta transferencia entre macromoléculas glicosiladas del hospedero
(Previato y col. 1985; Schenkman y col. 1991) (Frasch, 1994; Schenkman y col., 1994a;
Engstler y col., 1995). La transferencia desde moléculas dadoras es especifica para acido
sidlico unido a pB-galactosas terminales en configuracion o(2,3) (NeubAca2,3-Galpp1-x). El
acido sialico en configuracién «a(2,6), en configuracion o(2,8) o «(2,9) no son sustratos
para esta enzima. La transferencia al sustrato se realiza preferentemente hacia
galactosas terminales unidas por enlaces B(1-4) a glicoproteinas (mucinas) o glicolipidos
localizados en la membrana superficial del parasito. Los oligosacaridos
Galpp1,4(Fucai,3)GIcNAc y Galpp(1,3(Fuca1-4)GIcNAc no son reconocidos por la enzima,
de esta forma, los enlaces de selectinas, sialil-Lewis™ y sialil-Lewis®, no son sustratos para
la TS (Pollevick y col. 1991; Parodi y col. 1992; Vandekerckhove y col. 1992; Scudder y col.
1993).

Inicialmente descripta en epimastigotes (Previato y col. 1985) y luego en
tripomastigotes (Zingales y col. 1987) la actividad de TS estd ausente en mamiferos y
difiere de las sialiltransferasas de células eucariotas, ya que éstas utilizan CMP-acido
sidlico como sustrato (Schenkman y col. 1991). A su vez, el estudio detallado de su
secuencia y estructura ha revelado diferencias respecto de otras sialidasas (Colli 1993;
Smith y Eichinger 1997; Buschiazzo y col. 2002). Por estos motivos es que TS es un
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posible blanco para el desarrollo de inhibidores quimicos para ser aplicados como drogas
tripanocidas (Carvalho y col. 2010).

La estructura de TS presenta dos dominios en las formas parasitarias de
tripomastigote sanguineo y metaciclico: un dominio globular N-terminal constituido por
642 aminoacidos en el cual reside el sitio catalitico (Buschiazzo y col. 2002), y otro
dominio C-terminal formado por un numero variable de las unidades repetitivas de 12
aminoacidos denominadas SAPA (por shed acute phase antigen) que no se encuentran
involucradas en el proceso de trans-sialidacion (Campetella y col. 1994; Schenkman y
col. 1994). En la forma epimastigote la enzima carece de unidades de SAPA en el
dominio C-terminal y es enzimaticamente activa, pero no es liberada al medio (Briones y
col. 1995). Aunque aun no se ha demostrado la expresién in vivo, los tripomastigotes de
T. cruzi poseen genes que codifican para una TS que es cataliticamente inactiva (TSi), es
decir que no transfiere ni hidroliza acido sidlico (Cremona y col. 1995) aunque conserva
su capacidad de unién al sustrato con la misma especificidad que la forma
cataliticamente activa de TS (TSa) (Todeschini y col. 2002a). La codificacién de una gran
proporcién de genes para TSi en los tripomatigotes de T. cruzi sugiere que también
cumplirian algun rol en el proceso de invasion y recientemente se reporté incluso que TSi
retiene alguna actividad hidrolitica residual (Oppezzo y col. 2011). Diversos estudios
estructurales y de cristalografia de TSi demostraron que posee dos sitios de unidén a
azucares: uno especifico para el acido sialico y un dominio de reconocimiento de B-
galactésidos (Todeschini y col. 2002a; Todeschini y col. 2002b; Todeschini y col. 2004;
Oppezzo y col. 2011).

Miembros de nuestro grupo y otros autores determinaron ademas que la configuracion
repetitiva del dominio SAPA es inmunodominante y estaria involucrada en distraer y
retrasar una respuesta inmune humoral neutralizante de la actividad TS, mecanismo muy
difundido entre organismos patdgenos para “ganar tiempo” y establecer la infeccion
(Reina-San-Martin y col. 2000a; Minoprio 2001; Gao y col. 2002; Pitcovsky y col. 2002).
Sin embargo, controversialmente, se observé que si se sensibiliza a los ratones
solamente con el dominio SAPA y unos dias mas tarde se los inocula con TS
recombinante se observa que desarrollan anticuerpos contra el dominio catalitico mas
rapidamente (Buscaglia y col. 1998). Por otra parte se demostré que el dominio SAPA es
el responsable del mantenimiento y la estabilizacion de la enzima en circulacién durante
el periodo agudo (Buscaglia y col. 1999; Alvarez y col. 2004) y también que es capaz de
unirse a ligandos en la superficie celular (Saavedra y col. 1999).
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Cuando TS transfiere el sustrato hacia la superficie del parasito, lo hace a
glicoproteinas tipo mucina o-glicosiladas. En tripomastigotes de cultivo, las proteinas
sobre las que TS adiciona acido sidlico tienen una masa entre 60-200 KDa. (Schenkman
y col. 1991; Serrano y col. 1995). Ademas la enzima puede realizar la transferencia de
acido sidlico entre macromoléculas del huésped con la misma especificidad (Tomlinson y
col. 1992; Uemura y col. 1992)

En ausencia de aceptores adecuados actia como una neuraminidasa similar a las
presentes en bacterias y virus, liberando &cido sialico al medio, aunque desarrolla esta
actividad con menor eficiencia que cuando actua como transferasa (Parodi y col. 1992;
Scudder y col. 1993).

La TS se encuentra anclada a la membrana externa mediante GPI (glycosyl-
phosphatidyl-inositol) (Agusti y col. 1998) y puede ser liberada al medio por lo que su
actividad también es detectada en circulacion periférica en infecciones humanas y
experimentales, aunque uUnicamente durante la fase aguda (de Titto y Araujo 1988;
Affranchino y col. 1989; Leguizamon y col. 1994b).

La TS pertenece a una superfamilia de antigenos de superficie que incluye a las
familias gp85, TS/SAPA/neuraminidasa, FL160/CEA 160 y Tc13 (Campetella y col. 1992;
Campetella y col. 1994). Estas cuatro familias comparten la secuencia conservada
(VTVxNVILYNR) en la regién central de sus moléculas y presentan entre 30-40% de
homologia (Campetella y col. 1994). Los productos de expresion de los genes que
codifican para TS presentan un peso molecular de entre 120 y 240 kDa (Frasch 2000).

La trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi es un factor virulencia

Dado que los tripomastigotes pueden liberar TS, la diseminacion de la enzima en la
circulacion del huésped permite que actue mas alla de los sitios en los que se encuentra
el parasito, produciendo un efecto patogénico a distancia (de Titto y Araujo 1988;
Affranchino y col. 1989; Leguizamon y col. 1994b)

En 1995, Chuenkova y Pereira demostraron in vivo que los animales infectados que
previamente eran sensibilizados con TS tenian mayor parasitemia y mortalidad, es decir
que la actividad TS era capaz de potenciar la virulencia del parasito (Chuenkova y Pereira
1995). Estas observaciones estan asociadas a diversos procesos en los que esta
involucrada la accién de TS tanto sobre las moléculas del parasito como sobre las del
huésped. Por ejemplo, la adquisién de residuos sialilo en la superficie del parasito
enmascara moléculas de superficie y protegen a T. cruzi frente de la actividad microbicida
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del sistema complemento (Tomlinson y col. 1994) y, al conferirle carga negativa a los
epitopes galactosilo evitan el reconocimiento por anticuerpos liticos de la superficie del
parasito (Pereira-Chioccola y col. 2000). Por otra parte en el proceso de adhesién e
invasién también esta involucrada la sialidacion ya que se observé que el bloqueo o la
inactivacion de TS disminuyeron significativamente la entrada del parasito a las células
(Schenkman y col. 1991; Schenkman y Eichinger 1993; Pereira-Chioccola y Schenkman
1999). La enzima unida a la membrana externa de T. cruzi también tiene un rol
fundamental en el escape del parasito hacia el citoplasma celular. La remocién de &cido
sidlico de glicoproteinas de la membrana del fagolisosoma facilita la accion de la proteina
TC-TOX y permite el escape de los tripomastigotes al citoplasma, evitando asi la
actividad hidrolitica de los componentes lisosomales (Hall y col. 1992; Andrews 1993;
Rubin-de-Celis y col. 2006).

En diferentes agentes patégenos, el acido sidlico regula su interacciéon con células del
huésped, enmascarando moléculas de la superficie de virus, bacterias y protozoos, e
interviene en su adhesion a receptores glicosilados de las células de los tejidos que
afectan (Corfield 1992; Hirmo y col. 1996; Maganti y col. 1998; Olofsson y Bergstrom
2005). Parasitos de los géneros Plasmodium spp., Leishmania spp., Trypanosoma spp.,
Crithidia spp., Entamoeba spp. y Trichomona spp., se valen del acido sialico como
mediador de interacciones con el medio externo ya que regula mecanismos de
reconocimiento celular mediante moléculas de tipo lectina, como asi también la

invasividad y sobrevida de estos protozoos (Chava y col. 2004; Lehmann y col. 2006)

Por otra parte, el acido sialico también participa en la regulacion de numerosos
procesos celulares en los que controla las interacciones y la sefnalizacién intermolecular,
intercelular y con el medio externo (Schauer 2000; Varki y Schauer 2009) y también en
las proteinas circulantes (Ashwell y Morell 1974). Por ejemplo la desialidacion de
gangliésidos de membrana de los fibroblastos humanos previene el gatillado de una sefal
de multiplicacién celular a través de receptores con actividad tirosinkinasa (Usuki y col.
1988). En los monocitos humanos diferenciandose a DC, la inhibicion de las
neuraminidasas de mamiferos Neul y Neu3 dispara sefiales que alteran el perfil de
citoquinas cuando se las estimula con LPS (Stamatos y col. 2010). Especificamente
utiizando TS de T. cruzi como neuraminidasa, se demostré que los cambios en la

sialidacion estan asociados a la activacion de TLR (Amith y col. 2010).

Ademas de ser necesaria para la biologia del parasito, la actividad catalitica y la union

como lectina de TS tienen consecuencias en la biologia celular y en la respuesta inmune
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del huésped. Hace varios afnos se asocié la actividad TS con la liberacién de acido sialico
de glicoproteinas plasmaticas y, en consecuencia, con su supervivencia en circulacién
(Pereira 1983). También se describié que TS estaba involucrada en la liberacién de acido
sidlico de glicoproteinas de la superficie de células endoteliales, del miocardio y de
eritrocitos (Pereira 1983; Libby y col. 1986). La hidrélisis de acido siélico de la superficie
de eritrocitos se asocié a la lisis mediada por complemento y al estado anémico
caracteristico de la infeccién aguda con T. cruzi (Cardoso y Brener 1980; Libby y col.
1986; Tomlinson y col. 1992). Otra alteracion hematoldgica descripta en la etapa aguda
de la infeccién con T. cruzi es la trombocitopenia (Cardoso y Brener 1980) en el que
participa la actividad de neuraminidasa de TS (Tribulatti y col. 2005). Miembros de
nuestro grupo han descripto in vivo que la actividad TS en circulacion esta asociada a la
induccién de apoptosis en células de bazo, ganglio y timo durante la infeccion aguda
(Leguizamon y col. 1999; Mucci y col. 2002). Utilizando como herramientas un dador
especifico para TS (a-2,3 sialilactosa) y un inhibidor competitivo de la trans-sialidacion
(lactitol) nuestro grupo ha discriminado entre la actividad de transferencia y de hidrélisis lo
que permitié determinar el incremento de la sialidacion de CD43 en la superficie de los
timocitos (Mucci y col. 2006). Este fendmeno seria censado por las células epiteliales del
timo para inducir la apoptosis de aquellos timocitos que tienen alterado el patron de
sialidacién de CD43 (Mucci y col. 2006). Por otra parte, los ratones infectados con T.
cruzi transferidos pasivamente con anticuerpos monoclonales neutralizantes de la
actividad de TS (MabNt) mostraron una proteccién parcial y se registr6 una mejor
conservacion de la histoarquitectura de las areas B del bazo, timo y ganglio (Risso y col.
2007).

Sin embargo, el impacto de TS sobre linfocitos periféricos es controvertido ya que in
vivo rTS, a través de su union como lectina (y no a través de su actividad), indujo la
coestimulacion de LT CD4" por la via de las MAPK vy el rescate de la muerte celular
programada mediante la interaccion con la mucina CD43 (Todeschini y col. 2002a;
Todeschini y col. 2002b).

Muchos autores sefialan que la participacion de TS en patogenia se debe a la unién
del dominio SAPA a receptores de la superficie celular. Por ejemplo, respecto a la
activacion policlonal de LB, se observd in vitro que la union del dominio SAPA a
receptores de membrana fue suficiente para actuar como mitégeno de LB (en forma T-
independiente) y aumentar la liberacién de Ig inespecificas (Gao y col. 2002). Ademas
potencia la activacién de LB por la via de BTk y la liberacion de IL-6 (Gao y Pereira
2001), citoquina inflamatoria que esté involucrada en la activacion policlonal de linfocitos
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(Kishimoto 1989). También se observ6 el aumento de IL-6 en cultivos celulares derivados
de endotelio humano a través de la interaccion con el dominio SAPA (Saavedra y col.
1999). Sin embargo, controversialmente unos afos mas tarde se describié que la
capacidad de TS de actuar como lectina bivalente e inducir el crosslinking de glicanos es
lo que dispara la sefalizacion por la via de NFkB para inducir el aumento de moléculas
de adhesion en células entodeliales (Dias y col. 2008).

La trans-sialidasa y las subpoblaciones de Trypanosoma cruzi

Miembros de nuestro grupo han podido identificar una relacion entre la expresién
diferencial de la actividad de TS entre los tripomastigotes sanguineos de alta virulencia
(UDT VI) y los de baja virulencia (UDT 1) (Risso y col. 2004). Dado que TS induce
apoptosis de timocitos y esta involucrada en la involucion timica (Mucci y col. 2002), en
este estudio se correlacion6 la expresion diferencial de TS con el impacto en timo de
ratones. Los 6rganos de animales infectados con cepas de alta virulencia mostraron una
completa desorganizacién de la arquitectura del tejido, progresiva a lo largo de la
infecciébn. En contraste, las cepas de baja virulencia sélo indujeron lesiones timicas
focalizadas, leves y reversibles hacia la fase cronica (Risso y col. 2004). Este impacto
diferencial sobre el timo se correlacioné con la deteccién en circulacion de la actividad de
TS so6lo en las infecciones con cepas de alta virulencia, mientras que en las de baja
virulencia no se detecta actividad enzimatica pero si anticuerpos neutralizantes de su
actividad (Risso y col. 2004). La misma correlacién se pudo establecer en cuanto a la
tombocitopenia y la actividad TS: una cepa de alta virulencia indujo una trombocitopenia
aguda mientras que la cepa de baja virulencia ensayada indujo una trombocitopenia leve
y transiente (Tribulatti y col. 2005). La TS surge asi como el primer factor de virulencia
identificado que se expresa diferencialmente entre los linajes de T. cruzi y que podria
contribuir a su polaridad biolégica.

Anticuerpos anti trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi

El dominio repetitivo SAPA esta conformado por una serie de epitopes superpuestos y
en los alrededores del sitio catalitico se encuentra una region de epitopes cross-reactivos.
Estas caracteristicas hacen que el dominio SAPA sea altamente antigénico e
inmunodominante (Affranchino y col. 1989) (Prioli y col. 1992) modulando la respuesta de
anticuerpos dirigidos a la porcién catalitica (Cazzulo y Frasch 1992; Buscaglia y col.
1999) permitiendo que el parasito despliegue su actividad de la TS en la fase aguda
(Frasch 1994; Buscaglia y col. 1999; Pitcovsky y col. 2002). Los anticuerpos anti SAPA se
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inducen tempranamente tanto en infecciones humanas como experimentales (Reyes y
col. 1990; Leguizamon y col. 1994a; Leguizamon y col. 1994b), pero no participan en la
proteccion del huésped frente a la infeccibn. En modelos experimentales agudos, la
induccién de anticuerpos anti-SAPA ocurre alrededor del 8 dia post-infeccion y se
mantiene durante toda la fase aguda periodo en el cual se detecta la actividad de TS en

circulaciéon sanguinea.

La respuesta hacia el dominio N-terminal con actividad neutralizante se presenta
cuando la infeccién ya se ha establecido y limita la actividad de la enzima a la fase
temprana (Leguizamon y col. 1994b; Pereira-Chioccola y col. 1994; Buscaglia y col.
1998). En modelos crénicos de infeccidon no se detecta en circulacion la actividad de la
enzima y si los anticuerpos neutralizantes de TS (alrededor del dia 25 post-infeccién),
coincidentemente con el inicio del control de la parasitemia (Leguizamon y col. 1994b). La
estructura de la TS le permite al parasito evadir mecanismos inmunoldgicos y participar
en la invasion y la patogénesis en el huésped.

Las Metaloproteasas de Matriz Extracelular

Fisiolégicamente, en los mamiferos la remodelacion dinamica de la MEC depende en
gran parte de las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs), una gran familia de
endopeptidasas zinc-dependientes que, colectivamente, son capaces de degradar todos
los componentes de la MEC (Nagase y Woessner 1999). Actualmente se encuentran
descriptas al menos 25 tipos de MMPs diferentes en vertebrados, 24 de las cuales se
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encuentran presentes en humanos (Puente y col. 2003). La cercania evolutiva que
relaciona las diferentes proteasas componentes de la familia de las MMPs puede verse
reflejada en la conservacién de los dominios que componen su estructura, sus

mecanismos cataliticos y de regulacién (Figura 8).

La estructura general de las MMPs consiste en un péptido sefal para la via secretoria,
adyacente al péptido sefial se encuentra un propéptido hidrofébico que enmascara al sitio
catalitico. En el sitio catalitico se encuentra un atomo zinc critico para la actividad
enzimatica que se mantiene enlazado a una cisteina del prodominio. Para que las MMPs
se activen debe romperse ese enlace (proceso denominado switch de cisteina) a través
de la remocion proteolitica del propéptido. Alternativamente, en presencia de agentes
oxidantes o de glutation el propéptido permanece unido a la proteina pero se desprende
lo suficiente para dejar al sitio catalitico accesible al sustrato (Chow y col. 2007) (Figura
9). A través de detergentes como el Dodecil Sulfato de Sodio es posible inducir el switch
de cisteina in vitro (Snoek-van Beurden y Von den Hoff 2005) y de esta forma analizar la
actividad de las formas latentes de las MMPs (proMMPs). Una vez que se produce el
switch de cisteina, una molécula de agua se une al atomo de zinc y la enzima puede

hidrolizar las uniones proteicas que constituyen su sustrato.

A continuacién del dominio catalitico hay un dominio hemopexina que puede servir de

unién a otras proteinas y para regular su actividad. Adicionalmente algunos miembros de

MMP activa Protedlisis inter e intramolecular ProMMP “activa”

Figura 9. Diferentes vias de activacién de las MMPs (Chow y col. 2007).
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la familia poseen dominios fibronectina repetidos que le permiten unirse a ese sustrato y

degradarlo.

La familia de las MMPs ha evolucionado en diferentes grupos por remocién de algunos

dominios o incorporacion de otros.

La familia de las MMPs puede dividirse en 5 subgrupos basados en sus sustratos de
preferencia o similitudes estructurales: 1) las colagenasas que degradan principalmente
el colageno fibrilar, 2) las gelatinasas cuya accién diferencial es degradar principalmente
el colageno desnaturalizado pero que también degradan el colageno de tipo I, IV, V, VII,
Xy IX, la elastina, la fibronectina, la laminina, entre otros componentes de la MEC, 3) las
estromelisinas que degradan componentes no relacionados con el colageno presentes en
la MEC, 4) las metaloproteasas de membrana (MT-MMPs) que poseen un dominio de
anclaje a membrana celular, pueden clivar una amplia variedad de sustratos
componentes de la MEC y son importantes activadores de la proMMP-2, 5) las
matrilisinas que se caracterizan por la ausencia del dominio hemopexina cumplen
importantes roles en la degradacion de componentes de la MEC como colageno tipo 1V,
laminina y entactina (Figura 8). Existen también otras MMPs menos caracterizadas, o no
incluidas dentro de esta clasificacién. Hace varios anos que se ha postulado que estas
enzimas ejercen funciones reguladoras del comportamiento celular a través del
procesamiento proteolitico controlado de una amplia variedad de moléculas de
sefalizacién regulando la actividad de las mismas (Sternlicht y Werb 2001). Asi las
colagenasas pueden procesar biomoléculas componentes de la MEC como IL-8 (Tester y
col. 2007), TNF-all (Gearing y col. 1994) y proteinas de union al factor de crecimiento
tipo insulina (IGFBP), las estromelisinas pueden clivar moléculas como las E-caderinas e
IL-1a (Overall 2002) y participan en la activacion de la proMMP-9 (Geurts y col. 2008), y
las gelatinasas pueden clivar biomoléculas como TNF-a (Gearing y col. 1994), TGF-B (Yu
y Stamenkovic 2000), proteina quimioatractante de monocitos-3 (MCP3) (McQuibban y
col. 2000), IL1b (Schonbeck y col. 1998) y pueden liberar factores cripticos con
propiedades anti o proangiogénicas (Egeblad y Werb 2002).

La actividad de las MMPs es requerida durante el desarrollo y en procesos fisiol6gicos
para degradar moléculas de la MEC y permitir la migracion celular, alterar el
microambiente de la MEC resultando en la regulacion del comportamiento celular y
modular la actividad de moléculas con actividad biol6gica mediante su clivaje directo o la
liberacion de su unién a la MEC (Vu y Werb 2000) (Figura 10).
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Figura 10. Esquema de accién de MMPs adaptado de Vu y Werb (2000) A. Las MMPs pueden inducir la
migracion cambiando el fenotipo celular de uno adhesivo a uno no-adhesivo por degradacion de la MEC.
B. Las MMPs pueden alterar el microambiente dando lugar a la proliferacién, apoptosis 0 morfogénesis
celular. C. Las MMPs pueden modular la actividad biolégica de moléculas como factores de crecimiento,
citoquinas o de sus receptores por clivaje directo o liberacion de su unién a la MEC.

Dado que un exceso de actividad metaloproteasica podria generar dafo e incluso
destruccidn tisular, las MMPs estan estrictamente reguladas a multiples niveles.

Regulacion transcripcional

Las MMPs se expresan en células residentes en los tejidos y en leucocitos que migran
a los tejidos en respuesta a una injuria o durante procesos de remodelacién tisular. La
sintesis de novo es un evento “a demanda” en los tejidos y su presencia indica que algun
proceso de remodelacion tisular esta ocurriendo. La MMP-2 constituye una excepcion ya
que se pueden aislar grandes cantidades en tejidos aparentemente quiescentes y la
regulacion estaria asociada a mecanismos de activacion de la forma latente (Fini ME
1998).

Algunas de las vias de senalizacion involucradas en la regulacién transcripcional de
MMP-2 y -9 estan mediadas por la unién de ligandos a receptores tipo Tirosina Kinasa
(Jayanth y col. 2011; Xie y col. 1994), receptores acoplados a proteinas G (Carbajal y col.
2011), receptores de la superfamilia IL-1R/TLR (Xie y col. 2004; Lim y col. 2007;
Ehrentraut y col. 2011) e Integrinas (Huang y col. 1997) entre otros (Sternlicht y Werb
2001). No sdlo los factores solubles pueden influir en la expresién de los genes de MMPs.
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También el contacto célula-célula o célula-MEC pueden actuar como senal regulatoria a
través de moléculas como EMMPRIN en fibroblastos, ICAM-1 en linfomas T o VLA-4 y
VCAM en LT (Nagase y Woessner 1999).

Si bien MMP-2 y MMP-9 poseen similitudes estructurales y cataliticas sus sefales
regulatorias son diferentes (Xie y col. 1994). El gen de MMP-9 posee multiples sitios
regulatorios con elementos respondedores a ésteres de forbol, a TNF-a y NFkB entre
otros (Vu 1998) por lo que esta gelatinasa estd sujeta a regulacion por diversas
citoquinas (Chow y col. 2007; Yan y Boyd 2007). Ademas contiene un sitio inhibitorio
mediado por TGF-B (Ogawa y col. 2004).

Las sefales inflamatorias y antiinflamatorias ejercen un efecto dual en la regulacién de
MMP-9. Por ejemplo, la incubacién de macréfagos humanos tanto con IL-10 como con IL-
4 (pero no con IL-6) induce una disminucién en la concentracion de MMP-9 liberada
(Lacraz y col. 1995). Es mas, al estimularlos con células muertas de Staphilococcus
aureus los macréfagos liberan mas MMP-9, pero si se les agrega IL-10 la concentracién
de MMP-9 disminuye a los niveles del control sin estimular (Lacraz y col. 1995). Este
efecto es a nivel transcripcional ya que se observé que la incubacion con estas
interleuquinas disminuye los niveles del mMRNA de MMP-9 en forma dosis dependiente.
Sin embargo la liberacion de MMP-9 en fibroblastos humanos estimulados con IL-1 no se
puede revertir con el agregado de IL-10, demostrandose asi que el efecto de esta
interleuquina en la liberacion de MMP-9 es especifico para algunas poblaciones celulares
(Shapiro 1998). Otro trabajo demostré que los macroéfagos humanos incubados con LPS
aumentan la expresién de MMP-9, pero si la incubacion se realiza en presencia de LPS e

IFN-y se observa una menor produccién de MMP-9 (Shapiro y col. 1990).

Otro mediador inflamatorio que se demostr6 que posee un efecto bifasico en la
modulacion de la actividad MMP-9 es el éxido nitrico (NO). En una linea celular de
macréfagos murinos incubados con bajas concentraciones de NO se observa un aumento
de la actividad de MMP-9, pero a medida que la concentracion de NO aumenta se
observa el efecto inverso en la actividad de MMP-9. El aumento se debe a que ciertas
concentraciones de NO activan a una enzima que sintetiza cGMP que actia como
segundo mensajero para aumentar la transcripcion de MMP-9. Sin embargo, cuando se
aumenta la concentracién de NO comienzan a generarse especies reactivas del oxigeno
que, segun se cree, inducirian un cross-linking de aminoacidos criticos para la actividad
de MMP-9 (Ridnour y col. 2007). En contextos oxidativos (inflamatorios), otros miembros

de la familia de MMPs también poseen una disminucién de la actividad proteolitica y se
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postula que este seria un mecanismo de proteccion al dano tisular en ciertas

enfermedades con infiltrados inflamatorios importantes (Kassim y col. 2005).

Por su parte, y contrariamente a lo que se creia recientemente (Chow y col. 2007),
MMP-2 también esta regulada: en su region promotora se describieron sitios de union
para el factor de transcripcion SP-1, AP-2, un elemento represor adenovirus E1A (Tu
1998a) y una secuencia consenso tipo AP-1 (Chow y col. 2007). En contraste con otras
MMPs emparentadas, la expresion y liberacion de MMP-2 aumenta ligeramente por TGF-
B (Overall y col. 1989; Overall y col. 1991).

Una vez que se transduce la sefal hacia el interior de la céula, se describieron
diversas vias que confluyen en la activacion de factores de transcripcion que se unirdn a
las secuencias consenso que regulan a los genes de las MMPs. Se demostro, a través de
la medicién de la actividad de MMP-2 y -9 que tanto PKC como la via de las MAPK estan
involucradas en la regulaciéon (Liu y col. 2002; Ruhul Amin y col. 2003; Xie y col. 2004;
Kim y col. 2007). En un trabajo realizado con fibroblastos de rata se observo que la
estimulacion de las células con IL-1B produjo un aumento de la actividad MMP-2 y -9 y
ese aumento fue bloqueado cuando la incubacion se realizé en presencia de Celeritrina,
un inhibidor especifico de PKC (Herbert y col. 1990; Xie y col. 2004).

En particular, la activacién de MEK 1, miembro de la familia de las MAPK, es critica en
el aumento de la actividad de MMP-2 (Kurata y col. 2000). ERK 1/2, otro de los miembros
de la cascada de sefalizacion de las MAPK también esté involucrado en la induccion. Por
ejemplo en un modelo de estimulacion de fibroblastos con ConA (que gatilla la secrecion
y activaciéon de MMP-2) se observd que la induccion de MMP-2 se bloque6 cuando las
células fueron coincubadas con ConA en presencia de U0126, un inhibidor especifico de
ERK1/2 (Ruhul Amin y col. 2003). En las células HT1080, una linea celular de
fibroblastos humanos, se describi6 que ERK 1/2 esta involucrado en el proceso de
activacion de la forma latente de MMP-2 ya que mediaria el aumento de la expresion de
MT1-MMP (Takino y col. 2004; Kim y col. 2007). En otros sistemas in vitro, también a
través del uso de inhibidores especificos (por ejemplo PP2) se estudio el rol de src
kinasas en la sefalizacién de MMPs (Luanpitpong y col. 2010; Cortes-Reynosa y col.
2008).

Regulacion post-transcripcional

Los mecanismos de regulacion post transcripcional también pueden influenciar la

expresion de las MMPs a través de la estabilizacién del mRNA por TGF-$ (Overall y col.
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1989), ésteres de forbol o el factor de crecimiento epidérmico (EGF), de senales
especificas en la secuencia del mRNA (por ejemplo una poliadenilacién alternativa) y de
la desestabilizacion del mRNA de otros miembros de la famila de MMPs por TGF-B
(Sternlicht y Werb 2001).

Regulacioén de la secreciéon de MMPs

Aunque la mayoria de las MMPs son secretadas una vez sintetizadas, hay algunos
miembros de la familia de MMPs que son reguladas a este nivel. Un ejemplo de ello es el
almacenamiento de MMP-9 en los granulos especificos y en los granulos terciarios de los
granulocitos y que son liberados por PMN circulantes frente a estimulos inflamatorios
(Hasty y col. 1990; Ehrenfeld y col. 2009). También en los macréfagos hay una liberacion
de MMP-12 regulada por la unién de la plasmina y la trombina a receptores que disparan
una senal a través de PKC (Raza y col. 2000).

Regulacion de la activacion

Al igual que otras enzimas proteoliticas, la gran mayoria de las MMPs son secretadas
al medio en su forma latente. Sin embargo MMP-11, -27, -23 y la MMP de membrana
(MTMMP) poseen dominios adicionales que les permiten ser activadas por proteasas
intracelulares. El resto de las MMPs latentes en general son activadas por otras MMPs ya
activadas previamente o por serin proteasas presentes en el medio extracelular (Van den
Steen y col. 2001).

El complejo mecanismo de activacion de MMP-2 es un caso particular. Es secretada
como proMMP-2, pero se demostrd in vitro e in vivo que para activarse requiere de un
mecanismo que involucra a TIMP-2 (un inhibidor tisular de MMPs, ver mas adelante) y a
la MT1-MMP, proceso que ocurre cuando proMMP-2 se une a la membrana plasmatica
de fibroblastos normales, células tumorales, y de otras poblaciones celulares (Kinoh y col.
1996; Sato y col. 1996; Caterina y col. 2000). EI dominio N-terminal de TIMP-2 se une e
inhibe a la proMT1-MMP mientras que el dominio C-terminal es el que se une
especificamente al dominio hemopexina de proMMP-2. El propéptido de MT1-MMP es
clivado por accién de proteasas presentes en el trans-golgi o por la plasmina y una vez
activada cliva parcialmente el propéptido de proMMP-2. Este clivaje lo completan otras
MMP-2 ya activadas previamente y el complejo MMP-2-TIMP-2 se libera. Este complejo
retiene un 10% de la actividad respecto a la enzima libre lo que sugiere que la unién con
el dominio inhibidor de TIMP-2 es débil (Tu 1998b). Una vez expuesto el sitio catalitico de
MMP-2 también se le puede unir TIMP-1 o permanecer como MMP-2 libre dependiendo
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del balance MMP-2/TIMP en el tejido en el que fue liberada. En las células endoteliales la
proMMP-2 es reclutada para ser activada y utilizada en procesos de neovasculariacion.
Sin embargo en estas células, hay integrinas de membrana que actian como receptor de
proMMP-2 y la activacion es a través de las MT1-MMP cercanas a las integrinas (Nagase
1998). Se observé que otras proteinas como heparina, trombina y el factor Xa participan
en la activacién de MMP-2 aunque los mecanismos no estdn completamente elucidados
(Chow y col. 2007).

La mayoria de las MMPs son secretadas como glicoproteinas con uno o mas sitios de
N-glicosilacion. Particularmente, MMP-9 ademas posee un dominio tipo colageno que
separa al sitio catalitico del dominio hemopexina y que esta extensamente O-glicosilado
con grupos muy voluminosos y que probablemente ejerza un efecto estérico muy
significativo en el dominio tipo coldgeno. Se observd que la hidrdlisis de los N-glicanos o
del acido sialico no influye en el grado de activacién de MMP-9 mediado por MMP-2 o por
Estromelisina. Sin embargo habria mecanismos de activacion asociados a la glicosilacion
ya que la desialidacién terminal de N- y O- glicanos a través de la Neuraminidasa de
Streptococcus sp. relaja la union MMP-9/TIMP-1 y el complejo desialidado posee mas
actividad que en su configuracion nativa (Van den Steen y col. 2001).

Inhibidores enddgenos de las MMPs

Los inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs) son los principales inhibidores naturales
de la actividad de las MMPs. Hasta ahora, se han caracterizado cuatro TIMPs designados
TIMP-1, -2, -3, -4. Son moléculas que poseen un peso molecular de alrededor de 20-29
KDa, algunas con capacidad para ser glicosidadas (Lambert y col. 2004). Son proteinas
ricas en cisteinas, forman loops estabilizados por puentes disulfuro y se unen a las MMPs
en relacion estequiométrica 1:1 (Chow y col. 2007). Si bien no hay una especificidad de
unién de los TIMPs a las MMPs, existen diferentes afinidades. Por ejemplo, TIMP-2 y
TIMP-3, pero no TIMP-1 inhiben a MT1-MMP. Por otra parte TIMP-3 y TIMP-1 tienen
mayor efecto inhibitorio sobre MMP-9 y TIMP-2 sobre MMP-2 (Sternlicht y Werb 2001;
Chow y col. 2007).

Los TIMPs fueron descriptos en otros roles diferentes de la inhibicion de MMPs,
también fueron asociados a la induccién de mitosis y TIMP-3 fue descripto como inductor
de apoptosis (Gomez y col. 1997; Bond y col. 2000).

Los TIMPs no son el unico inhibidor endégeno de las MMPs. Hay otras proteinas que
también actian como inhibidores endégenos de la actividad proteolitica
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(Trombospondina, a-2-macroglobulina, etc) (Sternlicht y Werb 2001). La «-2
macroglubulina es una proteina de fase aguda (Waghabi y col. 2002) muy abundante en
el plasma y por lo tanto es el principal inhibidor endégeno de las MMPs en los fluidos
corporales formando complejos unidos irreversiblemente (covalentes) (Sottrup-Jensen y
Birkedal-Hansen 1989; Baker y col. 2002). Los complejos son endocitados por receptores
scavenger y se propuso que la a-2 macroglobulina estaria involucrada en el clearence de
MMPs  (Sternlicht y Werb 2001). Se ha demostrado también que el receptor las
lipoproteinas de baja densidad (LDLR) es capaz de unir e internalizar directamente a la
MMP-9 libre o acomplejada a TIMP-1 y por ende también modula el exceso de actividad
proteolitica de esta gelatinasa (Hahn-Dantona y col. 2001).

MMPs en la infeccion

En casi todas las enfermedades en las que hay un proceso inflamatorio se observé un
incremento en la expresion de las MMPs y han evolucionado para cumplir funciones
generales en la defensa, la injuria, la inflamacién y la reparacién. Si bien la inflamacion es
necesaria para que ocurran los procesos de defensa del huésped, cuando se desregula
ocasiona dafo tisular, disfuncién en los 6rganos y conduce a una enfermedad crénica. En
términos generales las MMPs colaboran en el proceso inflamatorio regulando la
permeabilidad de barreras fisicas, el procesamiento y activaciébn de citoquinas y
estableciendo gradientes de quimioquinas que regulan el movimiento de leucocitos al sitio
de la infeccion o la injuria (Manicone y McGuire 2008). Por ejemplo, se observo in vitro
que la migracién de células T y DC humanas es parcialmente dependiente de MMP-9
(Leppert y col. 1995; Baratelli y col. 2004) y en animales la transmigraciéon de células T a
través de las vénulas del endotelio alto estd mediado por MMPs (Faveeuw y col. 2001).
Ademas de la degradacion de la MEC para “abrir paso” a los leucocitos en las migracion,
las MMPs pueden liberar TNF-a activo por clivaje del precursor en la membrana
plasmatica (Gearing y col. 1994), clivar y activar a la prolL-18 o a la IL-1B e inactivarla,
regulando positiva y negativamente a esta citoquina. También las quimioquinas estan
sujetas a una regulacién dual. Algunas MMPs clivan a estas moléculas aumentado hasta
10 veces la actividad quimioatractante (Van den Steen y col. 2000) y, a la inversa, MMP-2
cliva e inactiva al factor quimioatractante de monocitos-3 (McQuibban y col. 2000)
sugiriendo que las MMPs participan también en la resolucion de la inflamaciéon. Ademas
las MMPs estan involucradas en las primeras lineas de defensa de la respuesta inmune
innata actuando en la activacion de defensinas (péptidos antibacterianos que
desorganizan la membrana plasmatica del patégeno) (Wilson y col. 1999).
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Inmunidad normal Inmunopatologia
Extravasacion
de linfocitos Cavitacion pulmonar
Remodelacion Aumento de la permeabilidad
de la MEC de la barrera hemato-encefalica
Activacion i 3
de defensinas MMIEES Transformacion maligna
Activacion Produccién
de citoquinas de neurotoxinas
Inactivacion Sindrome de distress
de citoquinas respiratorio del adulto

Figura 11. La “paradoja” de las MMPs en las enfermedades infecciosas. Las MMPs participan en el
control de muchas enfermedades infecciosas, pero el exceso de actividad puede conducir a la
inmunopatologia por distintas vias (Elkington y col. 2005).

Sin embargo, la accion de las MMPs en las enfermedades infecciosas puede conducir
a una inmunopatologia a través de una accién exacerbada ya sea por un aumento en la
liberacién de MMPs o por un desbalance con los TIMPs u otros inhibidores endégenos
(Figura 11) (Elkington y col. 2005).

Especificamente, la familia de las gelatinasas MMP-2 y -9 fue descriptas en diversas
enfermedades infecciosas. En la infeccién con Dengue virus y con HIV se registrdé un
aumento de MMP-9 de DC y macréfagos respectivamente (Chapel y col. 1994; Luplertlop
y col. 2006). Por su parte, la infeccion con Influenza A de una linea celular induce una
disminucion de MMP-9 y lo mismo sucede en células infectadas con Citomegalovirus
(Yeo y col. 1999; Straat y col. 2009). Streptococcus pyogenes induce aumento de MMP-9
y MMP-2 en una linea de macréfagos murinos (Tamura y col. 2004) y se demostré que un
superantigeno de Staphylococcus aureus se une especificamente a la MMP-9 liberada
por neutréfilos humanos e inhibe su actividad (Itoh y col. 2010).

También en las infecciones parasitarias las MMPs poseen una participacion relevante
en la respuesta inmune. En el suero de pacientes infectados con Plasmodium falciparum
se observo el aumento de la actividad de MMP-8 y TIMP-1 mientras que MMP-9 no
mostré diferencias respecto a individuos no infectados (Dietmann y col. 2008). En
modelos experimentales murinos se observd por zimografia (una técnica utilizada para
medir la actividad de las gelatinasas) que la actividad MMP-2 sérica disminuyd en los
animales infectados con Plasmodium berghei ANKA, mientras que en el bazo y el rifidn
tanto MMP-2 como MMP-9 mostraron su actividad disminuida respecto a los animales no
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infectados, sin embargo en el cerebro y el higado se registr6 un aumento de la actividad
de MMP-9 (Van den Steen y col. 2006). En revisiones recientes se describié la
participacién de la hemozoina o pigmento malarico (un producto metabdlico de los
plasmodios que infectan a los eritrocitos) en la induccion en todos los niveles de MMP-9 y
mas en general se destacé la participacion de esta gelatinasa en diversos mecanismos
de la patogenia de las formas severas de la malaria (por ejemplo en la ruptura de la
barrera hematoencefalica) (Prato y Giribaldi 2011; Geurts y col. 2012).

En la infeccion experimental con Leishmania chagasi se observd en cocultivos con
hepatocitos que los macréfagos infectados liberaron al sobrenadante mayores niveles de
MMP-9 que los no infectados y estos resultados serian una evidencia in vitro de la
participacién de esta MMP en el dafo al tejido hepatico y esplénico que se observa en la
Leishmania visceral (Costa y col. 2008). Por otra parte, en muestras de suero de perros
infectados con Leishmania chagasi se observé un aumento de la actividad de MMP-2 y
MMP-9 circulante respecto a perros no infectados (Melo y col. 2011). También en perros
con patologia neuroldgica derivada de infecciones con Leishmania se reporté que en el
encéfalo los niveles de expresidén de las formas latentes de MMP-2 y MMP-9 estaban
aumentados y se detect6 un aumento de la actividad de MMP-9 en el liquido
cefaloraquideo de perros infectados (Machado y col. 2010; Marangoni y col. 2011). Estos
resultados explicarian la pérdida de la barrera hematoencefalica caracteristico de esta
forma de la infeccion con Leishmania chagasi (evidenciado por el dafo neurolégico
ocasionado por el infiltrado de leucocitos y depdsitos de anticuerpos con antigenos de
Leishmania chagasi en liquido cefaloraquideo) (Geurts y col. 2012). Ademas, en tejido de
lesiones dérmicas de pacientes infectados con Leishmania spp. también se observaron
desregulaciones en la expresion de TIMPs mientras que la expresion de MMP-9
permanecié en los mismos niveles que los pacientes no infectados (Ansari y col. 2008).
Por otra parte, las alteraciones en el balance MMP-2/TIMP-2 serian esenciales para la
cicatrizacién y la re-epitelizacion de lesiones cutdneas (Maretti-Mira y col. 2011).

En el liquido cefaloraquideo de pacientes infectados con Trypanosoma brucei
gambiense se observé un aumento de los niveles de MMP2- y MMP-9 que correlacion6
con la presencia de parasitos y leucocitos en ese fluido lo que sugiere la necesidad de la
actividad gelatinasa para la infiltracién (Hainard y col. 2011). Con respecto a la infeccién
con Trypanosoma cruzi se describid una disminucion de la actividad de proMMP-9 en
cultivos de hepatocitos infectados (Nogueira de Melo y col. 2004), pero un aumento de
MMP-2 y MMP-9 en cultivos de cardiomiocitos infectados con este parasito (Hovsepian y
col. 2011). In vivo, se describié un aumento de la actividad de MMP-2 y MMP-9 en el
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tejido cardiaco asociado al infiltrado inflamatorio en ese tejido y al tratar a los animales
con un inhibidor de la actividad de estas gelatinasas se observé mayor sobrevida
respecto al control. Por lo tanto se postula que ambas enzimas contribuyen a la
desorganizacion tisular cartacteristica de la miocarditis chagasica aguda desregulando la
MEC, favoreciendo el ingreso al tejido de leucocitos y liberando mediadores inflamatorios
(Gutierrez y col. 2008).

En T. cruzi se describié una proteina de membrana homdloga a gp63, una MMP de
Leishmania spp. (Cuevas y col. 2003). Mas recientemente se ha descripto una MMP-9
like en tripomastigotes sanguineos de T. cruzi cuya actividad se detecta a pH 10 para la
cual se predice un peso molecular de 85 KDa para la forma liberada por los parasitos
(Nogueira de Melo y col. 2010). Sin embargo, hasta el presente en los analisis
computacionales no se han encontrado genes codificantes para MMPs en el genoma de
T. cruzi (Pinho y col. 2009; Nogueira de Melo y col. 2010).

En sintesis, la participacién de MMPs en las infecciones en general es paradojal por la
dualidad de su rol. En particular, en las infeciones causadas por protozoarios también hay
mucha variabilidad de los patrones de expresion y de actividad de acuerdo al patégeno
analizado y de acuerdo al tejido y a la poblacién celular considerada. Queda aun mucho
por estudiar para develar los roles especificos de las MMPs y de los disbalances con sus
inhibidores endogenos (Elkington y col. 2005; Geurts y col. 2012). Sin embargo el
denominador comun es que las MMPs juegan un rol importante en las enfermedades por
protozoarios y por lo tanto es de relevancia continuar ampliando el conocimiento para

hechar luz sobre estos interrogantes.
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Hipétesis general

En la fase aguda de la infeccion experimental, trans-sialidasa es un factor de virulencia
involucrado en la patologia inducida por Trypanosoma cruzi.

® [ a actividad de trans-sialidasa induce desdrdenes en las subpoblaciones
linfocitarias de los drganos linfoides periféricos. Estas alteraciones

impedirian el montaje de la respuesta inmune especifica contra el parasito.

e [ g actividad de trans-sialidasa esta involucrada en la induccion de

mediadores inflamatorios y en el dano tisular caracteristico de esta etapa.

Hipétesis de trabajo

e Durante la etapa aguda de la infeccion experimental, la neutralizacion de
la actividad de trans-sialidasa protege de la deplecion de las subpoblaciones
linfocitarias maduras e inmaduras y de las alteraciones en la localizacion de

las poblaciones linfocitarias en los 6rganos linfoides secundarios.

® [ a infeccion experimental con Trypanosoma cruzi induce alteraciones en
el perfil de las metaloproteasas circulantes del huésped murino durante la
etapa aguda. Estas alteraciones son dependientes de la virulencia de la
cepa/clon de Trypanosoma cruzi con que se infecta a los animales.

® £n la etapa aguda de la infeccion experimental con cepas de alta
virulencia de Trypanosoma cruzi se observan alteraciones en el perfil de las
metaloproteasas tisulares del huésped murino.

® Existe una asociacion entre los niveles de actividad trans-sialidasa que

poseen las cepas de alta virulencia y las alteraciones en la actividad
sistémica de las metaloproteasas del huésped murino.
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e [ g actividad de trans-sialidasa tiene efectos sobre moléculas de diferentes
vias de transduccion de sefial involucradas en la regulacion de la actividad de
MMPs en sistemas in vitro.

Objetivos especificos

- Caracterizar por citometria de flujo las subpoblaciones linfocitarias del bazo protegidas
por la neutralizacién de la actividad frans-sialidasa y analizar si dicha neutralizacién
induce cambios en el perfil de la respuesta inmune en la infeccién experimental aguda

con Trypanosoma cruzi.

- Analizar el efecto de la actividad de trans-sialidasa recombinante en las subpoblaciones

linfocitarias de ganglio en un modelo de estimulacidn especifica de la respuesta inmune.

- Estudiar comparativamente el perfil de las metaloproteasas circulantes entre animales
infectados con cepas y clones de Trypanosoma cruzi de distinto comportamiento
biol6gico (alta y baja virulencia).

- Estudiar el perfil de las metaloproteasas circulantes y en los érganos en el huésped
murino durante la infeccion experimental aguda con Trypanosoma cruzi con cepas de alta

virulencia.

- Determinar las poblaciones celulares asociadas a las alteraciones en las

metaloproteasas circulantes.

- Determinar la existencia de una asociacién entre la actividad trans-sialidasa vy las

alteraciones en la actividad de las metaloproteasas del huésped.

- Determinar el mecanismo de accion de trans-sialidasa en la alteracion de la actividad de

metaloproteasas y las vias de senalizacion involucradas en dicha alteracion.
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Materiales y Métodos

Animales

Los ratones machos de 6 - 8 semanas de la cepa BALB/c fueron adquiridos en el
bioterio del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina.
Los ratones machos de 6 - 8 semanas de las cepas C57/BI6 y los ratones transgénicos
DO11.10 (background genético BALB/c) fueron adquiridos del bioterio del Instituto de
Investigaciones Biotecnolégicas de la Universidad Nacional de San Martin. Los ratones
nude NIH fueron adquiridos en el bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata. En todos los casos fueron mantenidos en el bioterio del
Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Buenos Aires con alimento balanceado (Asociacién Cooperativa
Argentina) y agua ad libitum, los ciclos de luz-oscuridad fueron de 14 y 10 horas
respectivamente, la temperatura de 22 °C.

Reparos éticos

El protocolo para el cuidado y el uso de los animales ha sido aprobado por el CICUAL
de la Facultad de Medicina — UBA.

Las muestras de sangre periférica de donantes sanos se recolectaron con el
consentimiento informado del dador segun las normas establecidas por el Comité de
Etica institucional.de la Academia Nacional de Medicina.

Reactivos bioldgicos

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos dirigidos contra
las siguientes moléculas de ratén: CD45R (B220)-PE, CD4-PE, CD8-PE, CD3-FITC, IgM-
FITC, IgD-biotinilado, CXCRS5-biotinilado, CCR7-PECy7; KJ126-FITC (BD) y sus
respectivos controles de isotipo (BD). Ademas se utilizaron los anticuerpos anti CD11b, L-
selectina y CD66b humanos (DAKO). Los anticuerpos policlonales utilizados fueron
dirigidos contra metaloproteasa-2 (Santa Cruz) y metaloproteasa-9 (R&D) murinas. La
lectina Peanut Aglutinnin (PNA)-biotinilada (Vector) se une preferencialmente a residuos
galactosyl (B-1,3) N-acetylgalactosamina (Novogrodsky y col. 1975; Pereira y col. 1976).
Para acoplar un fluorocromo a los anticuerpos y a la lectina biotinilados se utilizd
Streptavidina-PerCP (Becton Dickinson). Como anticuerpo secundario se utilizé6 un anti

IgG de cabra hecho en conejo acoplado a la peroxidasa de rabano (HRP) (Dako).

Se utilizé la neuraminidasa de Salmonella typhimurium (Neu Sal) (BioLabs) que

hidroliza acido sialico en configuracién 02,3 y la de Clostridium perfringens (Sigma)
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(BioLabs) que hidroliza acido sialico en configuracion a2,3 y también en 02,6 y a2,8.
Ambas neuraminidasas se reconstituyeron y utilizaron segun las indicaciones del

fabricante.

El anticuerpo anti receptor de Fc de inmunoglobulina (anti FcR) utilizado para bloquear
el pegado inespecifico de los anticuerpos monoclonales en las marcaciones para
citometria de flujo se obtuvo del sobrenadante de cultivo del hibridoma B/22.

Lineas celulares

La linea celular HT1080 (ATCC CCL-121) y la linea H9c2 (ATCC CRL-1446) fueron
crecidas en botellas de cultivo de 25 cm? (BD Falcon) con medio completo (Medio Eagle
Modificado de Dulbecco (DMEM) (Gibco) suplementado con 3,70 gr/L de NaHCO;
(Sigma), suero fetal bovino al 10% (SFB) (Gibco) y con los antibiéticos Penicilina 100U/ml
(Sigma) y Estreptomicina 0,1 mg/ml (Rontag) y cultivadas en estufa de 37°C y CO, al 5%
(estufa gaseada). El mantenimiento fue a través de repiques cuando la monocapa
alcanzé el 70-80% de confluencia. Los repiques se realizaron lavando la botella con 5 ml
de Buffer fosfato salino (PBS) (Na,HPO, 1,16 gr/L, KH,PO, 0,2 gr/L, KCI 0,2 gr/L, NaCl 8
gr/L, pH = 7,2) (todas las sales de Sigma) y tratando la monocapa con 0,5 -1 ml de
tripsina 0,25% (Gibco) en PBS por 2-3 minutos en estufa gaseada. La actividad
enzimatica se interrumpié con 5-10 ml de DMEM SFB 2% y se centrifugaron las células
durante 10 minutos a 200 x g. El precipitado de células se resuspendié en 1 ml en medio
completo y una alicuota de la suspensién de células se diluy6é con azul tripan, se realiz
un recuento en hematocitometro de Neubauer (Boeco) y se ajustd la concentracién a
4x10* células/ml de HT1080 y 1,5x10° células/ml de H9c2.

El hibridoma 13G9 generado con el linfoma Sp2/0-Ag14 (ATCC) y el B/22 (anti Fc R)
fueron crecidos en placas de cultivo de 10 cm de didmetro (BD Falcon) en medio
completo suplementado con Piruvato de Na 2mM (Sigma). Las células en suspension
fueron mantenidas en una densidad de 5 x 10* — 5 x 10° células/ml por agregado de
medio completo suplementado cada 2-4 dias.

Tripomastigotes sanguineos

Las cepas RA (Gonzalez Cappa y col. 1981), Tulahuen y Cvd (Risso y col. 2004) y el
clon Q501/3 (Risso y col. 2004) derivado de la cepa Tulahuén, todos incluidos en la UDT
T. cruzi VI fueron utilizados como modelo de parasitos de alta virulencia. Las cepas Ac
(Risso y col. 2004) y CA-I (Gonzalez Cappa y col. 1999) y el clon K98 (Gonzalez Cappa y
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col. 1999) derivado de la cepa CA-I, todos incluidos en la UDT T. cruzi | fueron utilizados
como modelo de baja virulencia. Los parasitos fueron mantenidos por el personal técnico
especializado del Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la
Facultad de Medicina por pasajes seriales en ratones machos CF1.

Infeccion en animales

Las infecciones se realizaron con 50 (RA, Cvd y Q501/3), 500 (Tulahuén) o 5 x 10*
(Ac, CA-l y K98) tripomastigotes sanguineos en 100 ul de PBS-3% de suero normal de
raton inoculados por via intraperitoneal en ratones BALB/c. Para el grupo control se
utilizaron animales de la misma camada que los infectados, pero recibieron 100 ul de
PBS-3% de suero normal de ratén. Para determinar las parasitemias desde el dia 12 post
infeccidn (dpi) se tom6 una muestra de 10 ul de sangre, se indujo la lisis de glébulos rojos
en buffer de lisis (Sigma) (dilucion 1:10) y luego se realizé el recuento de las formas
tripomastigotes en el hematocitémetro de Neubauer.

Tripomastigotes de cultivo

Los tripomastigotes de cultivo (TC) de Cvd o de Q501/3 fueron mantenidos en la linea
celular H9C2 que fue infectada en una relacién 10:1 parasitos:células. Luego de 5-7 dias
de infeccion se recuperé el medio de cultivo conteniendo los TC. Se realizaron sucesivos
lavados con DMEM suplementado con Albumina Sérica Bovina (BSA) 2% (Amresco)
centrifugando 20 minutos a 11000 rpm. El pellet fue resuspendido (de acuerdo al destino
de los TC) en DMEM BSA 2% o en DMEM SFB 5%, se realiz6 un recuento de parasitos y
se ajustaron a la concentracién necesaria para el mantenimiento o para los ensayos con
TC. Como control experimental se procesé paralelamente el sobrenadante de células
H9c2 sin infectar.

Purificacidon y ensayos con polimorfonucleares neutroéfilos humanos

Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) fueron aislados a partir de sangre
heparinizada mediante centrifugacién en gradiente de Ficoll-Triyosom de 1,077 g/ml de
densidad (GE Healthcare y Justesa Imagen) y sedimentacion con Dextran 1,5%, (GE
Healthcare) (Nauseef 2007). Los eritrocitos contaminantes fueron removidos por lisis
hipoténica. Luego de un lavado con solucion fisiolégica, las células (>97% de granulocitos
neutréfilos determinado por citometria de flujo) fueron resuspendidas en medio RPMI
1640 (HyClone Laboratories) con Albumina sérica humana 2% (HSA) (laboratorio de
hemoderivados, Universidad Nacional de Coérdoba) y antibidtico. Con el fin de minimizar
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PMN (células/ml) TC Q501/3 Relacion Tiempo de Evaluacion
(parasitos/ml) TCQ501/3:PMN incubacion
(minutos)
Expresion CD11b,
20 L-selectina. Actividad
MMPs
5x10° 5x10° 1:1
45 Actividad MMPs
90 Expresion CD66b
5x10° 2,5x10° 5:1
Expresion CD11b,
20 L-selectina. Actividad
MMPs
5x10° 1x10 20:1
45 Actividad MMPs
90 Expresiéon CD66b

Tabla I. Esquema del ensayo y mediciones realizados con PMN

la activacién espontanea de los PMN, las células fueron utilizadas inmediatamente luego
de la purificacién. Las diluciones de PMN necesarias para el ensayo se realizaron en
RPMI HSA 2% y se incubaron en presencia o ausencia de TC Q501/3 a 37°C en estufa
gaseada segun la Tabla I.

Alternativamente la evaluacién de actividad de Metaloproteasas (MMPs) se realiz6 en

presencia de citocalasina B (5 ng/ml) (Sigma).

Una vez finalizadas las correspondientes incubaciones, los PMN fueron centrifugados
10 minutos a 14000 rpm y se midi6 la actividad MMP liberada en los sobrenadantes o se

realizaron las marcaciones para citometria de flujo.

Purificacion y ensayos con plaquetas humanas

Las muestras de sangre fueron anticoaguladas con citrato de sodio 3,8% en una
relacion de 9 partes de sangre por cada parte de anticoagulante. El plasma rico en
plaquetas (PRP) se obtuvo por centrifugacién de la sangre entera durante 10 minutos a
330 x g. Las plaquetas lavadas se prepararon por centrifugacion del PRP (900 x g 10
min) en presencia de prostaciclina 75 nM (Cayman Chemical). Luego de descartar el
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sobrenadante (plasma libre de plaquetas), las células se resuspendieron en buffer de
lavado (NaCl 140 mM; KCI 2,5 mM; NaHCO; 0,1 mM; NaPO4H, 0,5 mM; MgCI2 1 mM;
citrato de sodio 22 mM; glucosa 0,1%; BSA 3,5%; pH = 6,5) y fueron centrifugadas
nuevamente (900 x g 10 min) (Romaniuk y col. 2010). Finalmente, las plaquetas fueron
resuspendidas en buffer Tyrode (NaCl 134 mM, NaHCO; 12 mM, KCI 2.9 mM, Na,HPO,
0.34 mM, MgCl, 1 mM, Hepes 10 mM, glucosa 5 mM, BSA 0.35%). Previo a la
estimulacion se agregé Ca®* 1 mM.

Para los ensayos de agregacion y para la obtencién de las metaloproteasas liberadas
se utilizd una suspensién de plaquetas lavadas ajustada a 3 x 10°/ul con buffer Tyrode.
La agregacion plaquetaria fue evaluada en presencia o ausencia de TC Q501/3 en una
relacion parasito-célula 1:1 utilizando el método turbidimétrico a través del empleo de un
agregometro (Chrono Log). Se coloco la suspensién de plaquetas tratadas en un tubo de
vidrio siliconado dentro del agregémetro y la temperatura se regulé a 37°C. El tubo es
atravesado por un haz de luz y la transmision luminica es graficada por un registrador.
Para que las plaquetas se agreguen se colocd un iman en el tubo que produce agitacion
mediante un sistema magnético. Mientras las plaguetas no se agregaron la densidad
Optica fue maxima. Cuando se agreg6 el agonista de la agregacién, la transmisién de luz
aument6 y la densidad Optica comenz6 a decrecer. Como agonista se utilizaron las
siguientes concentraciones de trombina (Sigma): 0,04 U/ml; 0,2 U/mly 1 U/ml. El trazado
correspondiente a estos cambios se observa como una curva (Born y Cross 1963). La
suspension de plaquetas se centrifugd 5 minutos a 3000 rpm y se recuper6 el
sobrenadante para la medicion de la actividad de MMPs liberadas durante el proceso de
agregacion.

Alternativamente las plaquetas fueron tratadas en las mismas condiciones con TS
recombinante (rTS) activa o rTS inactiva (1ug/ml) incubadas con Trombina (0,2 U/ml) y se

procesaron para la medicion de la actividad de MMPs liberadas al sobrenadante.

Ensayos en células HT1080

Las células HT1080 se cultivaron con DMEM SFB10% en placas de cultivo de 24
pocillos (BD Falcon) en una densidad de 1 x 10° células por pocillo por 24 horas. Luego
se realizaron 2 lavados con PBS y 6 pocillos se infectaron con los TC Q501/3 o con TC
Cvd en una relacién 10:1 parasitos:células (tiempo 0 de infeccidn) y 6 pocillos se dejaron
sin infectar. El cultivo se incub6 toda la noche y al dia siguiente se realizaron dos lavados
de la monocapa con PBS, se agregé DMEM BSA 2% y se dej6 hasta el dia siguiente en
esas condiciones. Al dia siguiente (48 hs de infeccion) se recuperd el medio
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condicionado, se centrifugé 10 minutos a 14000 rpm y se midi6 la actividad MMP en el
sobrenadante.

En otra serie de experimentos, las células fueron sembradas en las mismas
condiciones y fueron tratadas con rTS activa , rTS inactiva, Neu Sal, Neu Clost o con BSA
(1 ug/ml). A las 20 horas de iniciado el tratamiento el medio condicionado se centrifugd 10
minutos a 14.000 rpm y se le midi6 la actividad MMP. Para discriminar si los efectos con
rTS activa se debieron a la hidrélisis o a la tranferencia de acido sidlico se utilizé lactitol
10mM (Lact) (Sigma), que actia como un inhibidor competitivo de la transferencia de
acido sialico (Mucci y col. 2006), a2,3-sialilactosa 100 mM (a2,3SL) (Carbosynth), un
dador especifico de &cido sialico y a2,6-sialilactosa 100 mM (a.2,6SL) (Carbosynth), un
dador inespecifico de acido sidlico como control. Por ultimo en este mismo sistema
celular se analiz6 la accion de inhibidores especificos de diferentes vias de transduccion

de sefal (ver mas adelante).

Produccién de trans-sialidasa recombinante

La rTS activa (Campetella y col. 1994) e inactiva (Cremona y col. 1999) fueron
expresadas en sistemas bacterianos, como proteina de fusion al extremo C-terminal del
oligopéptido de histidinas que produce el vector pTrisHis (Invitrogen), sobre el cual se
insertaron las construcciones TS-SAPA que contienen 12 repeticiones del dominio SAPA

por molécula.

Las bacterias E. coli BL21 se hicieron competentes por el método de CaCl, para la
captaciéon de ADN (Inoue y col. 1990) y fueron transformadas con el plasmido PTrcHis
(Invitrogen) con las secuencias codificantes de la TS correspondiente por incubacién a
4°C durante 30 minutos seguido de un shock térmico a 42°C por 30 seg y luego 2 min a
4°C. A continuacion las bacterias se cultivaron en medio liquido LB a 37°C durante 1 hora
y luego 16 horas a 37°C en medio LB sélido adicionado con 100 pg/ml de ampicilina.
Para la expresion de TS recombinante se tom6 una colonia aislada de estas placas, que
se cultivd toda la noche a 37°C con agitacion (250 rpm) en medio Terrific Broth
modificado (TB) (Sigma) adicionado con 0,8% glicerol y 100 pg/ml de ampicilina. Una
alicuota de este cultivo fue crecido a 37°C con agitacién de 250 rpm en medio TB-
glicerol-ampicilina (dilucién 1:50) hasta alcanzar una biomasa con una DOgypnm= 1,0
(aproximadamente 3 a 4 hs). Posteriormente, se indujo la expresién de la sintesis
proteica agregando IPTG (Sigma) hasta una concentracién final de 500 mM incubando a
18°C con agitacion toda la noche. Las bacterias fueron cosechadas por una
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centrifugacion de 15 minutos a 6000 rpm y lisadas a 4°C en buffer con Triszma base
(Sigma) 20 mM con HCI (Cicarelli) (Tris-HCI) pH = 8,80 mM, NaCl 0,5% Triton-X100 1%
en presencia de 1 mM PMSF (USB) para inhibir la actividad de proteasas. Luego se
agregaron 0,2 mg/ml de DNAsa | (Sigma) y 5 mM MgCl, (Sigma) y se incubd a
temperatura ambiente hasta que el lisado perdiera viscosidad. Luego se realizaron 6
ciclos de sonicado de 30 segundos y se centrifugé a 11.000 rpm durante 45 minutos. Se
descarto el sedimento y se filiré el sobrenadante a través de membranas de poro de 0,45

um antes de iniciar la purificacién enzimatica.

En el primer paso de purificacion, basado en la técnica de IMAC (cromatografia de
afinidad a metales inmovilizados) fueron utilizadas columnas HisTrap (GE-Amersham). La
columna se utilizé de acuerdo a las indicaciones del fabricante: se equilibré con buffer
IMAC (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM; pH = 8,0) y se sembré el lisado de bacterias
filtrado. Tras realizar un lavado con el buffer IMAC pH = 8,0, se eluyé la proteina de la
columna mediante un gradiente discontinuo de 30 a 100 mM de imidazol en buffer IMAC
pH = 6,8 (Buscaglia y col. 1999). El conjunto de las fracciones recolectadas se dializd en
membranas de dialisis (marca) en un buffer Tris 20 mM y NaCl 15 mM, pH = 8,0 toda la
noche a 4°C con agitaciéon. El segundo paso de purificaciéon se realiz6 por intercambio
ibnico en un equipo de HPLC (High Performance Liquid Chromatography, Akta,
Pharmacia), utilizando wuna columna de intercambio i6nico MonoQ-Sepharosa
(Amersham) equilibrada con el buffer de dialisis. En este caso, la elucién se realiz6 en un
buffer Tris 20 mM con un gradiente lineal de NaCl 15 mM a NaCl 500 mM ambos pH =
8,0.

El grado de purificacién alcanzado para cada una de las proteinas expresadas se
comprobé mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 8% T en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) empleando una cuba de electroforesis vertical Mini
Protean Il (BioRad). Una alicuota de las muestra a analizar se desnaturaliz6 por
calentamiento a 100°C durante 5 min previa resuspension en buffer muestra (Tris-HCI 15
mM (Sigma), SDS 0,1% (BioRad, glicerol 10% (Merck), azul de bromofenol 4% (Sigma) y
2,5% de 2-Bmercaptoetanol (Sigma) como agente reductor, pH = 6,8). Las corridas
electroforéticas se realizaron en buffer de corrida (Trizma base 25mM; Glicina 192 mM
(BioRad) y SDS 0,1%; pH = 8,3) a 150 Voltios durante aproximadamente 75 minutos y la
tincion de los geles con 0,5% azul de Coomasie R-250 (Sigma) disuelto en 30%
metanol/10% 4&cido acético con agua destilada, segun los procedimientos

convencionales.
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El dosaje de proteinas se realiz6 utilizando la técnica de Bradford con reactivos
comerciales (BioRad) segun las indicaciones del fabricante, en microplacas de
poliestireno (BD Falcon). Como proteina patrén para el trazado de la curva de calibracion
se empled BSA. La lectura de la DO se realiz6 en un espectrofotémetro de placas
(Multiskan).

Para eliminar posibles endocontaminantes bacterianos, se seleccionaron las
fracciones de rTS pura con mayor concentracion, se incubaron con Polimixina-agarosa

(Pierce) y se procedié segun las indicaciones del fabricante.

Medicion de la actividad de TS

La actividad enzimética de la proteina purificada se midié a través de la deteccion de
la transferencia de residuos de acido sidlico entre un dador apropiado y un aceptor
marcado radioactivamente (Figura 1).

Para ello, se expuso una muestra del producto de purificaciébn con una mezcla de

reactivos conteniendo 1mM N-acetil-neuraminil-lactosa (Sigma) como dador de acido

A & £ra
74 v
TS 3 O % Ow

tx O
— Y0 00 SpR g ?@’mgg

3 1 B
O Liquido de
centelleo
{QZ» [D-glucosa-1-14C]
&) sialillactosa 1
@ Residuos sialilo Contadorde
centelleo

Figura 1. Representacion esquematica de la medicién de actividad de TS. Gentileza Marikena Risso
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sidlico en la conformacién especifica que reconoce la enzima y 12 uM D-glucosa-'*C-
lactosa 54 mCi/mmol (Amersham) como aceptor en buffer Tris-HCI 20 mM pH = 7,6 en un
volumen final de 30 ul durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
agregd 1 ml de agua destilada para detener la reaccién enzimatica y 100 ul de una
suspension densa en agua de la resina de intercambio aniénico QAE Sephadex A-25
(Sigma) que permiti6 la captura de moléculas cargadas negativamente, es decir
moléculas con acido sidlico transferido al aceptor radiactivo o no transferidos desde el
dador. A continuacién se lavé 3 veces la resina por agregado de agua destilada y
centrifugacion a 1000 rpm durante 2 minutos, las moléculas adsorbidas en la resina se
eluyeron con 0,8 ml de una solucion de NaCl 0,5M. El eluato fue transferido a viales con 2
ml de liquido de centelleo sintético biodegradable Optiphase Hisafe 3 (Perkin Elmer). La
cuantificaciéon de la transferencia de acido sialico se realiz6 por medicién de

radioactividad (en cpm) en un contador de centelleo § (Beckman).

Produccion y purificacion del anticuerpo neutralizante de TS

Se emplearon anticuerpos monoclonales IgG,, producidos en liquido ascitico de
ratones nude previamente inoculados intraperitonealmente con 500 ul de pristane (ICN
Biomedicals) y dentro de los 5 a 7 dias posteriores fueron inoculadas 1x10° células del
hibridoma 13G9 secretor del anticuerpo monoclonal neutralizante de la actividad TS
(Risso y col. 2007; Buschiazzo y col. 2012). Aproximadamente cada una semana se
drend por aspiracién con jeringa el liquido ascitico de los animales y luego se clarificé por
centrifugacion durante 15 minutos a 5000 rpm. A continuacién se fraccioné y congel6 a -
20° C hasta su utilizacion (Risso y col. 2007). El MabNt fue purificado empleando
columnas con HiTrap Proteina A HP (GE, Healthcare). Para ello, se inyect6 en la
columna 10 ml de buffer de acoplamiento (fosfato de sodio 20 mM) a un flujo de 1ml/min.
Una vez equilibrada la columna, se inyectaron las muestras previamente filtradas. Se
realizaron sucesivos lavados con abundante buffer de acoplamiento y se procedié a eluir
los anticuerpos fijados a la columna empleando una solucién de acido citrico 0,1 M a pH
= 3,0. Las fracciones fueron colectadas en tubos eppendorf conteniendo 100 pl de Tris-
HCI 1M pH = 9,0 por ml de fraccién colectada. Se verifico la pureza de las fracciones
realizando un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se verifico la
capacidad de neutralizar (MabNt) o de no neutralizar (sp2/0) la actividad de TS por la
técnica de TIA.

Ensayo de inhibiciéon de la actividad de TS (TIA)

/,
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La actividad de la enzima es inhibida por anticuerpos neutralizantes cuando éstos
estan presentes en el torrente sanguineo durante la fase crénica de la infeccién por T.
cruzi o, en la fase aguda, porque se les administr6 a los animales el MabNt. Estos
anticuerpos son detectados de manera especifica en un ensayo de inhibicién de actividad
de TS denominado TIA (Leguizamon y col. 1994b; Risso y col. 2007).

Se enfrentd una alicuota de suero o plasma de ratones infectados con una cantidad de
TS capaz de proporcionar una lectura de 2500 a 3000 cpm al medir su actividad
(aproximadamente 2 ng). Luego de una incubacion de 15 minutos a temperatura
ambiente para permitir la interaccion de la enzima y los anticuerpos de la muestra, la
actividad enzimatica remanente se midié empleando el procedimiento descrito en el item
anterior.

En todos los casos las muestras se procesaron por duplicado, utilizando como
controles negativo y positivo mezclas (“pool”) de sueros de ratones naive e infectados,

respectivamente.

Los resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicidén de la actividad de TS,
relativizando el promedio de la lectura en cpm para las muestras problema al valor

obtenido para los sueros controles negativos, segun:

% inhibicién = (1 - [cpm muestra incdgnita / cpm suero normal]) x 100

Se considera que la actividad esta neutralizada cuando se observa un % inhibiciéon > = 50%.

Ensayos de infeccién con Trypanosoma cruzi con el MabNt

A partir de los 7 dpi los animales infectados con la cepa Tulahuén se dividieron en dos
grupos al azar (al menos 9 animales por grupo) y los animales de uno de los grupos
fueron tratados con el MabNt en 100 ul de PBS BSA 1% por via intraperitoneal cada 48
horas y se los denominé MabNt. Paralelamente se realizaron los mismos procedimientos
con el otro grupo de animales infectados, pero se les administré el sobrenadante de
cultivo del sp20 y se los denominé infectados control (IC).

Cada 48 horas desde el inicio del tratamiento, se seleccionaron 3 animales al azar de
cada grupo y se control6 el efecto neutralizante del MabNt y que los animales IC no
hubieran desarrollado espontaneamente neutralizacion para la actividad TS.
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A partir de los 13 dpi se seleccionaron al menos 3 animales de cada grupo con 1 x 10°
— 2 x 10° tripomastigotes/ml para realizar la evaluacion de las subpoblaciones linfocitarias
del bazo por citometria de flujo. Se obtuvo una muestra de sangre de los animales
seleccionados para el ensayo y se evalu6 la neutralizacién o el desarrollo espontaneo de
neutralizacion en los IC. A continuaciéon se les extrajo el bazo y se realiz6 un cultivo
primario del bazo. Paralelamente se realiz6 el mismo procedimiento con animales naive

(no infectados, NI).

Obtencion de células para cultivos primarios y para citometria de flujo

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y en una cédmara de
extraccion previamente desinfectada. En la cercania del mechero encendido se obtuvo el
bazo o los ganglios inguinales y axilares. Los 6rganos fueron colocados inmediatamente
en tubos estériles con DMEM y SFB 2% y fueron pesados en condiciones de esterilidad.
Luego se realizé la disgegacion mecanica del 6rgano. La suspensién de células se incubd
con solucion de lisis de glébulos rojos (Sigma) y se realizaron sucesivos lavados con
DMEM SFB 2%. Una alicuota de la suspension se diluy6é con azul tripan y se realizé un
recuento en hematocitometro de Neubauer. Luego se ajustd la concentracion a 1 x 10°
células/ml para los cultivos primarios de esplenocitos y a 2 x 10’ células/ml de la

suspension se utilizaron en el momento para citometria de flujo.

Los esplenocitos fueron incubados en estufa gaseada por 48 hs en placas de 24
pocillos (1 x 10° células/pocillo). Transcurridas las 48 hs se centrifugaron 10 minutos a
1200 rpm y los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para la medicién de los niveles
de IgM, IL-2, IL-4 e IFNy por ELISA.

Citometria de flujo

Un volumen de 50 ul de la suspensién de células del bazo o de los ganglios obtenidas
como se detalla més arriba fueron incubadas con una solucién de bloqueo (PBS BSA 1%
y anti FcR) 30 minutos a 4°C. A continuacion las células del bazo se incubaron con 50 pl
de las diluciones de los paneles B220/IgM/IgD; B220/PNA; B220/CXCR5/CCR7;
CD3/CD4/PNA; CD3/CD8/PNA 6 CD4/CXCR5/CCR7 y las células de los ganglios con los
paneles B220/PNA o KJ126/PNA y con los respectivos controles de isotipo por 30
minutos a 4 °C. Luego se realizaron lavados con PBS-BSA 1% frio y en caso de ser
necesario las muestras fueron incubadas otros 15 minutos a 4°C con streptavidina-
PerCP. Por Ultimo se realiz6 un lavado con PBS frio y se fijaron con PBS-
paraformaldehido 1%.

%
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Posteriormente a los tratamientos, los PMN fueron centrifugados y resuspendidos
suavemente en un volumen final de 15 pl. A continuacién se incubaron 30 minutos a 4°C
con 5 pl del panel de anticuerpos antiCD11b y antiL-selectina (tratamiento de 20 minutos,
Tabla I) o con el anticuerpo antiCD66b (tratamiento de 90 minutos, Tabla I). Por dltimo se

lavaron y se fijaron como se indic6 para las células de cultivos primarios.

Los estudios que involucraron citometria de flujo fueron realizados empleando un
citdmetro de flujo FACScan o FACScanto (Becton Dickinson). La informacién recolectada
fue analizada utilizando el software WinMDI 2.8.

Estudio del perfil de metaloproteasas en plasma y en 6rganos

La actividad de Metaloproteasas (MMPs) plasmatica fue evaluada en ratones BALB/c
infectados (al menos 6 animales por grupo). Se tomaron muestras con capilares
heparinizados a los 15 dpi en las cepas de alta virulencia y a los 15, 30, 60, 90 y 150 dpi
en las cepas de baja virulencia. Los capilares fueron centrifugados 5 minutos a maxima
velocidad en una microcentrifuga (Rolco) y a continuacién se separé el plasma para
mediciéon de actividad de MMPs y western blot. La parasitemia en estos animales se
determiné semanalmente y se llevd un registro diario de la mortalidad. La palabra “dias”

en el grupo control significa tiempo después de haber comenzado el ensayo.

Para la medicion de la actividad de MMPs en 6rganos, los animales infectados con las
cepas Q501/3 o con Cvd (4 animales por cepa) fueron evaluados por parasitemia hasta
alcanzar 1 x 10° — 2 x 10° parésitos/ml, se les tom6 una muestra de plasma y luego
fueron sacrificados. Se les extrajo el timo, el higado, los ganglios inguinales y axilares y el
bazo e inmediatamente se colocaron los 6rganos en buffer de extraccion de MMPs (Tris-
HCI 50 mM, CaCl, 5 mM, ZnCI2 1 yM y Triton X-100 1%, pH = 7,6) a 4 °C. Luego,
mediante un homogenizador se obtuvo el tejido completamente disgregado, se incubd 2
hs a 4°C y se centrifugd 10 minutos a 10.000 rpm y se recuperaron los extractos de
MMPs en los sobrenadantes.

Los mismos procedimientos para obtener muestras de plasma o de extractos de

organos se realizaron paralelamente con animales no infectados.

Una alicuota del plasma o de los extractos de 6rganos se utilizé para la medicién de
proteinas por el método de Bradford. Luego, las muestras se congelaron a -80°C hasta el
momento de realizar la medicion de actividad de MMPs.
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Deteccidn de la actividad de las Metaloproteasas

La técnica de zimografia que emplea gelatina como sustrato evalta la actividad de las
MMPs con actividad gelatinasa, como la MMP-2 y MMP-9 (Woessner 1995) y permite
detectarlas en el rango del picogramo ya que amplifica mucho la sefal de deteccién
(Kleiner y Stetler-Stevenson 1994). Se utilizaron alicuotas de: 50 ug (plasma, higado y
bazo) o 25 nug (Timo y Ganglio) de proteinas totales para la siembra. Alternativamente se
sembraron 32 ul (HT1080 y plaquetas) o 10 ul (PMN) de los sobrenadantes obtenidos en
los respectivos ensayos. Las muestras fueron mezcladas previamente con buffer muestra
para MMPs (SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol, 0,1%, Tris-HCI 50 mM, pH = 6,8)
y se sometieron a electroforesis en geles de 7,5% poliacrilamida con 0,1 % de SDS
copolimerizados con 1 mg/ml de gelatina. Las condiciones de la corrida fueron a 30-40 V
constantes hasta que el frente de corrida alcanz6 el gel separador. Luego el voltaje se
mantuvo constante a 100-110 V. Luego, los geles fueron lavados en buffer de lavado 1
(Tris-HCI 50 mM, 2,5% de triton X-100, pH = 7,5) por 60 minutos para eliminar el SDS y
posteriormente lavados por 3 veces durante 10 minutos, con buffer de lavado 2 (Tris-HCI
50 mM, pH = 7,4). A continuacion, los geles fueron incubados en buffer de incubacion
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM y CaCl, 10 mM, pH = 7,4) por 48hs para las muestras de
plasma, ganglio, timo e higado y 24 hs para las muestras de bazo en estufa a 37 °C. El
revelado se realiz6 por tincion con solucion de azul de Comassie R-250 (0,5 % de azul de
Comassie R250, en 30% de metanol/10% de acido acético glacial en agua bidestilada) y
posterior destefiido con solucién al 30% de metanol/10% de acido acético glacial en agua
bidestilada, revelando de esta manera, regiones claras localizadas donde el sustrato ha
sido degradado. La MMP-2 y MMP-9 fueron identificadas por el correspondiente peso
molecular de las bandas proteoliticas visualizadas, en comparacién con estandares
comerciales de peso molecular pretefidos y como control positivo se utilizé medio
condicionado procedente de cultivo celular de la linea HT-1080 estimuladas con Phorbol
Myristate Acetilester (PMA) 1mM (Sigma), que secreta altas cantidades de MMP-2 y
MMP-9 (Sato y col. 1994). Las formas latentes de proMMP-2 y proMMP-9 pueden ser
visualizadas en estos geles debido a la presencia de SDS que desestabiliza la unioén de
cisteina al atomo de zinc, la cual mantiene inactivo al zimoégeno (Snoek-van Beurden y
Von den Hoff 2005). Las actividades enzimaticas en el gel fueron cuantificadas usando un
programa analizador de imagenes (Imaged, NIH), tanto con respecto a la superficie como
a la intensidad de las bandas, expresandose en unidades densitométricas arbitrarias
(designandole el valor 1 a la banda de mayor intensidad de la MMP correspondiente).

%
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PMSF EDTA 1,10 Phena

Figura 2. Zimografias representativas mostrando la visualizacién de la actividad gelatinolitica con un
inhibidor inespecifico (PMSF) y la inhibicion especifica de las MMPs con EDTA y 1,10 fenantrolina (1,10
Phena)

Para confirmar que la degradacion del sustrato estaba mediada por MMPs se incubaron
los geles con inhibidores para MMPs como el EDTA 10 mM y la 1,10-fenantrolina 1 mM.
Con ambos inhibidores se observd un bloqueo total de la actividad gelatinolitica. Sin
embargo cuando los geles se incubaron con PMSF 10 mM, un inhibidor de serin-
proteasas, la actividad de las MMPs no se vio afectada (Figura 2) (Opdenakker y col.
2001).

Ensayos de inhibiciéon de vias de transduccion de senal

Las células HT1080 tratadas con rTS activa o con neuraminidasas fueron tratadas en
presencia o ausencia del inhibidor de PKC Celeritrina 1 yM (LC Laboratories) (Herbert y
col. 1990), del inhibidor de ERK 1/2 U0126 1 uM (Cell signaling) (Ruhul Amin y col. 2003)
o del inhibidor de src kinasas PP2 5 uM (Cell signaling) (Cortes-Reynosa y col. 2008). Los
controles se realizaron tratando a las células con un volumen equivalente de
dimetilsulféxido (Sintorgan). Las concentraciones finales fueron determinadas a través del
analisis de la actividad MMP en un rango de concentraciones y del efecto tdxico sobre las
células a través de la observacion microscépica. Coincidentemente con lo descripto en la
literatura, la incubacion de las células con U0126 10 puM indujo un aumento de la
actividad de proMMP-2 y una disminucion de la de MMP-2 (Kim y col. 2007) que podria
deberse a la acumulacién de la forma latente por falta de activaciéon en presencia de este
inhibidor (Takino y col. 2004) (Figura 3 A - C). Cuando redujimos la concentracién de
U0126 a 0,5 pM observamos que la actividad de MMP-2 retorn6 a valores similares al
control (Figura 3 A). Sin embargo la actividad de proMMP-2 permanecié mas elevada que
el control, sugiriendo que a esa concentracion, el bloqueo de ERK1/2 sigue teniendo un
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efecto modulatorio sobre la activacion de proMMP-2 (Figura 3 B). Con ninguna de las
concentraciones de U0126 se observaron diferencias en la observacién de las células al
microscopio respecto a los controles. Respecto a Cel, determinamos que la
concentracion 10 uM resulté toxica para las células ya que observamos que se alteré la
morfologia normal del cultivo. Cuando utilizamos Cel 1 yM o 0,5 uyM la monocapa
presenté células saludables y sin ninguna caracteristica microscopica diferente del
control. Cuando utilizamos Celeritrina 1 yM y 0,5 uM la morfologia de las células fue
normal y los valores de actividad ni de proMMP-2 ni de MMP-2 mostraron diferencias
respecto al control (Figura 3 A — C). Observamos que el bloqueo de src con PP2 5 uM no
produjo ningun efecto sobre la actividad de MMPs ni sobre el estado de adhesién o de las
caracteristicas microscépicas del cultivo respecto al control. Ninguno de los tratamientos
con inhibidores tuvo un efecto per se sobre la actividad de MMP-9.

Modelo de estimulacion de la respuesta inmune con un antigeno
especifico

Los ratones transgénicos DO11.10 expresan un TCR especifico para la presentacién
via MHC Il de un péptido de la ovoalbumina (OVA) (Kearney y col. 1994). Se desarroll6
un modelo de transferencia de los LT de ratones DO11.10 a través de la administracién
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Figura 3. Actividad gelatinolitica de MMP-2 (A) y proMMP-2 (B) en presencia o ausencia (C, barras blancas),
de distintas concentraciones de U0126, inhibidor de ERK 1/2 (barras gris claro), Celeritrina, inhibidor de PKC
(Cel, barras gris oscuro)
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de OVA, estimular una respuesta especifica T dependiente como se describe en la
literatura (Kearney y col. 1994). Cuatro ratones DO11.10 fueron sacrificados y se
obtuvieron los esplenocitos como se indica en el item “Obtencién de células para cultivos
primarios y citometria de flujo” y se resuspendieron 2 x 10’ células en 50 pl de PBS-BSA
1%. Se inocularon 50 pl/ratén de esta suspension por via endovenosa en ratones BALB/c
salvajes. Al dia siguiente los animales se inocularon con una suspension de OVA 300
mg/ml (Sigma) en Adyuvante Completo de Freund (Sigma) en propocién 1:1 o con
Adyuvante Completo de Freund con PBS por via subcutanea en tres regiones diferentes
del lomo. A continuacion se trataron con 100 ul de rTS activa (10 ug/ml) o con PBS-BSA
1% por via intraperitoneal. A los 6 dias post inoculacion del OVA, los animales fueron
sacrificados y se les extrajeron los ganglios axilares e inguinales (drenantes de los sitios
de inoculacién de OVA) y se procesaron para citometria de flujo como se indica en el

item correspondiente.

Niveles de IgM y de citoquinas

A través de un ELISA se determinaron los niveles de IgM y de IL-2, IL-4 e IFNy (BD)
en los sobrenadantes de cultivos primarios de esplenocitos y de TNFa (BioLegend) en el
plasma de ratones infectados con cepas de alta y baja virulencia. Los anticuerpos de
captura correspondientes fueron diluidos en buffer Carbonato fresco (8,4 gr/L NaHCO3 y
3,56 gr/L Na2CO3, pH = 9,5) segun las indicaciones del fabricante, se colocaron en
microplacas de 96 pocillos (Maxisorp, NUNC) y se incubaron toda la noche a 4°C. Luego
se realizaron lavados con un buffer tris salino (TBS) (TrisHCI 20mM, NaCl 150 mM pH =
7,6) con Tween 20 0,05% (Sigma) y se realiz6 un bloqueo con TBS-leche 5% durante 1
hora a temperatura ambiente. Luego se colocaron las muestras o las diluciones del
estandar correspondiente en PBS-BSA 1% y se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se realizaron lavados y se agregdé una dilucidon de los correspondientes
anticuerpos de deteccién acoplados a peroxidasa y se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente. Nuevamente se realizaron lavados y se agregd el sustrato/reactivo de color
formado por 1 tableta de 30 mg de OPD (Sigma) y H.O, 30 voliumenes 0,1% (Pharma) en
buffer citrato de Na 0,1 M ajustado a pH = 5,2 con acido citrico 0,1 M. Dentro de los 30
minutos de agregado el sustrato/reactivo de color, se detuvo la reaccion con H,SO,
(Cicarelli) 3 My se ley6 la DO*? en un lector de ELISA (Multiskan). En base a la curva de
calibracion con las concentraciones conocidas de los estandares, se estimaron las

concentraciones correspondientes en las muestras.
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Western blot

Se tomo la alicuota necesaria para tener 50 pug de proteina totales del plasma de
ratones infectados con cepas de alta o baja virulencia y de ratones NI, se mezcl6é con
buffer muestra para MMPs con 2,5% de 2-Bmercaptoetanol y se calenté durante 5
minutos a 100°C. Luego las muestras se sometieron a un SDS-PAGE 7,5% durante 90
minutos a 100 V. El gel se equilibré 20 minutos en buffer de transferencia (Trizma base
0,025 M; Glicina (Bio-Rad) 0,192 M y Metanol (Merck) 20%, pH = 8,3). A continuacién se
realizd la transferencia a una membrana de fluoruro de polivinilideno (GE) previamente
activada en Metanol durante 5 minutos y equilibarada 10 minutos en buffer de
transferencia. Las condiciones de transferencia en una camara de transferencia semi-
humeda (BioRad) fueron 15 minutos a 15 V. Luego la membrana se bloque6 con TBS-
leche 5% en agitacién durante 1 hora a temperatura ambiente y a continuacién se incub6
con el anticuerpo anti-MMP-2 o anti-MMP-9 toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia
siguiente se lavdé con TBS-Tween 0,05% y se incub6 1 hora con el anti IgG de cabra-
HRP. Luego de lavar la membrana, las bandas se revelaron utilizando el kit comercial
Supersignal CL-HRP Substrate System (Pierce). La sefal de quimioluminicencia fue
registrada con el equipo ImageQuant equipment (GE), y la intensidad de las bandas fue
cuantificada con el software ImageJ.

Estadistica, numero de réplicas y de ensayos realizados

En los casos en los que se comparan dos grupos, las diferencias fueron analizadas
con un test t de Student.

En los casos en los que se comparan tres 0 mas grupos, las diferencias fueron

analizadas con un ANOVA de 1 factor y los contrastes a posteriori con el test de Tuckey.
Las proporciones fueron analizadas el test de y*

El andlisis estadistico se realizé con el software Prism 4 (GraphPad). En todos los

casos se consideraron diferencias significativas con un p < 0,05.
Citometria

Ensayos en bazo y ganglio: se realizaron al menos 3 ensayos independientes (n = 3
en cada ensayo). En los casos en los que corresponde se informa el valor promedio del
namero de células en la regién indicada * error estdndar (ES). En los casos que se
analiz6 la expresion de un marcador se informa el valor promedio de la Mediana de

fluorescencia (MF) = el coeficiente de variaciéon (CV).
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Ensayos en Neutréfilos: se realizaron 3 ensayos independientes (n = 2 en cada
ensayo). Se informa el valor promedio de la Mediana de fluorescencia (MF) + CV.

Actividad y expresion de MMPs

En el plasma: se utilizaron n >= 6 animales por cepa en cada uno de los grupos (alta y
baja virulencia o control). La actividad gelatinolitica promedio + ES en las muestras de los
animales infectados con cada una de las cepas de alta virulencia obtenidas a los 15 dpi
fue comparada con la de las muestras de los controles (la misma cantidad de dias
después de haber iniciado el ensayo). La actividad gelatinolitica promedio + ES de las
muestras de los animales infectados con cada una de las cepas de baja virulencia a los
15, 30, 60, 90, 150 y 180 dpi fue comparada con la de las muestras de los controles (la
misma cantidad de dias después de haber iniciado el ensayo). La actividad gelatinolitica
promedio + ES en las muestras de los animales infectados con cada una de las cepas de
alta virulencia obtenidas a los 15 dpi fue comparada con la de las muestras de los
animales infectados con cada una de las cepas de baja virulencia a los 15, 30, 60, 90,
150 y 180 dpi.

En los 6rganos: se realizaron n = 4 animales por cepa en cada uno de los grupos

(infectado y control).

En los ensayos con PMN y plaguetas. Se realizaron al menos 3 ensayos
independientes con n = 2 en cada uno de los ensayos. Las muestras fueron normalizadas

y consideradas como un n = 6.

En los ensayos con HT1080: se realizaron al menos 3 ensayos independientes con 6
pocillos de cada tratamiento por ensayo. Los datos informados corresponden a un ensayo

representativo.

En todos los casos se informa la actividad gelatinolitica promedio + ES.
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Capitulo I

Estudio de las alteraciones inducidas por la
actividad de trans-sialidasa en las poblaciones linfocitarias

Resultados

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la alteracion del patron de
superficie mediado por trans-sialidasa (TS) en las células del huésped (timocitos,
esplenocitos, células del ganglio) induce su apoptosis (Leguizamén y col, 1999, Mucci,
2002). Ademas hemos demostrado que TS afecta el normal desarrollo de los centros
germinales (CG) en las areas B del bazo y del ganglio durante la etapa aguda de la

infeccién murina con T. cruzi (Risso, 2006).

El objetivo en esta etapa de trabajo fue profundizar la descripcién de las
subpoblaciones linfocitarias en érganos linfoides secundarios (OLS) que se alteren por la
accion de TS durante la etapa aguda de la infeccion.

Para ello se realizaron dos abordajes:
1) Modelo de infeccion por T. cruzi con neutralizacion de la actividad TS.

Infectamos animales con la cepa Tulahuén de T. cruzi que posee una actividad TS
detectable en la etapa aguda y se los dividié en dos grupos. Un grupo fue tratado con un
anticuerpo monoclonal neutralizante de la actividad TS (Infectado MabNt) y el otro fue
tratado con el sobrenadante del hibridoma sp20 (Infectado control). Cada 48 hs de
iniciado el tratamiento con el MabNt y también luego de sacrificar a los animales se
realizd un control de neutralizacién de la actividad TS a través de la técnica de TIA (ver
Materiales y Métodos).

2) Modelo de estimulacion con un antigeno especifico

Se utilizaron ratones transgénicos DO11.10 con background genético BALB/c. Estos
ratones presentan aproximadamente un 30% de su poblacién de los LT con un TCR
especifico para el reconocimiento de un péptido de la ovoalbumina (OVA). Se extrajeron
esplenocitos de ratones DO11.10 y se inocularon en ratones BALB/c por via endovenosa.
A las 24 horas a un grupo de ratones se le administr6 Adyuvante Completo de Freund en
PBS y al otro grupo OVA en Adyuvante de Freund Completo por via subcutanea en tres
zonas del lomo. Los ratones tratados con OVA se los dividié en dos grupos. Un grupo fue

inoculado con TS recombinante (rTS) activa y el otro grupo con buffer (control).
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Modelo de infeccion con Trypanosoma cruzi

Risso y col. (2007) demostraron, a través del estudio histolégico con hematoxilina-
eosina, que durante la etapa aguda de la infeccion con T. cruzi hay una importante
destruccién tisular en el bazo, el ganglio y el timo. Sin embargo, aquellos animales
infectados que habian sido transferidos pasivamente con el MabNt mostraron una
proteccién y una mayor conservacion en la histoarquitectura del timo y de los CG en las
areas B del bazo y el ganglio. Debido a la complejidad tisular del bazo (Mebius y Kraal
2005) en el presente trabajo se profundizé este estudio por citometria de flujo utilizando
marcadores de maduracién de las distintas subpoblaciones de LB, de migracién de LB y
LT y marcadores del CG y de activacion de LT. Ademas se midieron interleuquinas (IL) y
la produccion de IgM por ELISA con el objeto de estudiar si el tratamiento con MabNt era
capaz de inducir variaciones en el perfil de la respuesta inmune o en los niveles de

produccion de Igs.

Los animales infectados de ambos grupos experimentales fueron sacrificados a
distintos dias post infeccién (dpi) con parasitemias en un rango de 1.10° - 2.10° y
paralelamente se sacrificaron animales de la misma edad no infectados (NI). A todos los
animales se les extrajo el bazo y se obtuvieron los esplenocitos por disgregacion
mecanica del 6rgano, se lisaron los glébulos rojos y se realizaron sucesivos lavados.
Luego se alicuotaron, se realizé la marcacidbn con los paneles de anticuerpos

correspondientes, se fijaron y analizaron por citometria de flujo.

Como era de esperar, el bazo de los animales infectados aument6 de tamafo (Figura
1A) y también se incrementd la cantidad de esplenocitos extraidos respecto al bazo de
los ratones no infectados (Figura 1B). No hubo diferencias significativas en el tamano del
bazo ni en la cantidad de esplenocitos extraidos en los animales infectados tratados con

el MabNt respecto a la cantidad en los animales infectados control.

Marcadores de maduracion

En el modelo murino es posible estudiar la maduracion de los LB en el bazo a través
de la expresion de diferentes marcadores fenotipicos (Loder y col. 1999; Bermejo y col.
2011). Nos propusimos estudiar el efecto de la neutralizacion de la actividad TS en las
variaciones en la expresion de estos marcadores durante la fase aguda de la infeccién
experimental con T. cruzi. Los esplenocitos obtenidos de los dos grupos de animales
infectados y de los animales no infectados, fueron incubados con el panel de anticuerpos
B220/IgM/IgD. Seleccionamos a los linfocitos B220?", mayoritariamente LB (Coffman
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Figura 1. Comparacién del tamafo de los bazos. A. Peso del bazo y B. nimero de células totales del
bazo de los animales infectados control a los 15 dpi (IC, barras grises); infectados tratados con el
anticuerpo neutralizante de la actividad frans-sialidasa a los 15 dpi (MabNt, barras grises rayadas) o no
infectados (NI, barras blancas). Las barras representan el valor promedio + el desvio estandar de
triplicados de al menos 3 ensayos independientes. ** p < 0,01 vs control. Test de ANOVA con contrastes
de Tuckey.

1982; Paige y col. 1984) y analizamos bidimensionalmente la expresién de IgD e IgM
(Figura 2A). Los linfocitos con el fenotipo IgM*/IgD" (Figura 2A) corresponden a la
poblacién de LB de Transicion 1 (Tr1) y a los LB de zona marginal (ZM) (Loder y col.
1999). A los 13 dpi se observd que hay un aumento significativo del numero de células
que expresan los marcadores fenotipicos correspondientes a la poblacién de LB Tr1 y ZM
en los animales infectados respecto a los animales no infectados (Figura 2B). Hacia el
final del periodo analizado observamos que el nimero de células de esta poblaciéon no
mostro diferencias significativas respecto al control. En las células de esta subpoblacion
obtenidas del bazo de animales infectados y neutralizados para la actividad TS no se
observaron diferencias significativas respecto a los animales infectados control durante

todo el periodo analizado (Figura 2B).

Dentro de la region de LB, también se analizé la poblacién con el fenotipo IgD*/IgM*
que corresponden a LB de Transicion 2 (LB Tr2) (Figura 2A) (Loder y col. 1999). A los 13
dpi se observé un aumento significativo de estas células en el bazo del grupo de
animales infectados respecto a las de los animales no infectados (Figura 2C). Durante el
periodo analizado se observaron oscilaciones en el numero de linfocitos IgD*/IgM* con
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Figura 2. Andlisis por citometria de flujo de esplenocitos totales marcados con el panel de anticuerpos
B220/1IgM/IgD. A. Gréfico bidimensional representativo de los esplenocitos de ratones no infectados (NI,
grafico de la izquerda), infectados control (IC, gréfico central) o infectados tratados con el anticuerpo
neutralizante de TS (MabNt, grafico de la derecha). B — E. Cuantificacion del niumero de células
correspondientes a la regién de linfocitos B220*/IgM*/IgD” (B); B220*/IgM*/IgD* (C); B220*/IgM*°/IgD* (D)
0 B220%/IgM/IgD" (E) a los tiempos pi indicados en la figura. O NI; A IC; © MabNt . Las lineas en los
graficos de cuantificacion representan el valor promedio + ES de triplicados de al menos 3 ensayos
independientes. * p < 0,05 vs control; ** p < 0,01 vs control. Test de ANOVA con contrastes de Tuckey.




valores similares a los de los animales no infectados en el dia 15 pi y un incremento
significativo en ambos grupos de infectados en el dia 17 pi. No se observaron diferencias
significativas en el numero de células con este marcador proveniente de ratones
infectados tratados con el MabNt y los del control experimental durante todo el periodo
analizado (Figura 2C).

Por ultimo, siempre dentro de la region de LB, se analiz6 la poblaciéon con el fenotipo
IgD*/IgM®®° que corresponden a los LB maduros (Figura 2D) (Loder y col. 1999). Se
observé un aumento significativo en el numero de células de animales infectados tratados
con el MabNt a los 13 dpi respecto a los animales no infectados. A los 15y 17 dpi ambos
grupos de infectados mostraron un aumento significativo del nimero de LB maduros
respecto a los animales no infectados. No se observaron diferencias significativas en el
namero de células de este marcador en los LB maduros provenientes de ratones
infectados tratados con el MabNt y los infectados del control experimental durante todo el
periodo analizado.

En el andlisis bidimensional de IgD/IgM en la regi6n de linfocitos B220%" se observé
una disminucién en porcentaje de células IgD7/IgM*™ e IgD*/IgM*. Esta disminucion seria a
expensas del aumento significativo durante todo el periodo analizado de la poblacién de
linfocitos B220™ con fenotipo IgD/IgM™ (Figura 2 A y E) y podria corresponder al
aumento de la poblacion de plasmoblastos y células plasmaticas en los esplenocitos de
ambos grupos de animales infectados (Bermejo y col. 2011).

Marcadores de respuesta a estimulos de migracion

Se analizaron marcadores de respuesta a estimulos de migracién que comandan los
movimientos linfocitarios en la interfase entre el &rea T y el &rea B del bazo. El receptor
CCRY7 direcciona a los LT periféricos hacia el area T de los OLS. Respecto al receptor
CXCRS5 se sabe que su expresion aumenta tempranamente en la poblacién de LT que
reconocen a su antigeno especifico (Hardtke y col. 2005). Luego de activarse, los LT que
aumentan la expresion de CXCR5 migran hacia el foliculo siguiendo el gradiente de la
quimioquina CXCL13 y en el margen del foliculo se producira el encuentro con los LB.
Para que el encuentro LT-LB se produzca, los LB deben mantener constante o incluso
disminuir ligeramente la expresién de CXCR5 mientras que aumentan la de CCR7 (Reif y
col. 2002; Stein y Nombela-Arrieta 2005), indicando que el balance en favor de CCR7
serd lo que los direccionara hacia las areas T y que este receptor también es fundamental
para el armado del CG (Reif y col. 2002).
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Se estudi6é la expresion de CXCR5 y de CCR7 en los LT de células del bazo de
animales infectados en la etapa aguda de la infeccién (animales que presentaron 1x10° y
2x10° parasitos/ml a los 13 dpi). También se analizé el efecto del tratamiento con el
MabNt. En el bazo de los animales infectados se observé un aumento de la mediana de
fluorescencia (MF) para CXCR5 en los LT CD4" respecto a los animales no infectados
(Figura 3 A, C y E). Los animales infectados que fueron neutralizados para la actividad
TS no mostraron diferencias significativas en este marcador respecto a los animales
infectados control (Figura 3E). Analizamos la proporcion de LT CD4" CXCR5" en cada
grupo y observamos que aumenté en los animales infectados respecto a los animales no
infectados y que el tratamiento neutralizante de la actividad TS no produce un efecto
diferencial respecto a los animales infectados control (Figura3 Cy E y Tabla I).

En relacién a CCR7, en el bazo de los animales infectados observamos en los LT
CD4" una disminucion de la intensidad de la fluorescencia de CCR7 respecto a los
animales no infectados (Figura 3 A, B y D). Ademas en los animales infectados disminuy6
la proporcién de células CD4* CCR7" respecto a los animales no infectados (Figura 3B y
Tabla I). En los animales infectados neutralizados para la actividad TS no se observaron
diferencias significativas en ninguno de los parametros evaluados respecto a los animales

infectados control (Figura3 By Dy Tabla I).

También evaluamos la expresion de CXCR5 y CCR7 de los LB del bazo de los tres
grupos analizados en el presente trabajo. Observamos un aumento en la intensidad de
fluorescencia en las células B220*" CXCR5* en los animales infectados respecto a los
animales no infectados (Figura 4 A, C y E). Dentro de la poblacién de células B220%" de
los animales infectados la proporcion de células CXCR5" no cambia respecto a los
animales no infectados (Figura 4C y Tabla II).

La intensidad de fluorescencia de CCR7 fue menor en las células B220?" del bazo de
los animales infectados respecto a los animales no infectados (Figura 4 A, By D).

Linfocitos CD4+

No infectado

Infectado Control

Infectado MabNt

(x 1.10% (x 1.10% (x 1.10%
CCR7+ 380/526 (0,72) 509/927° (0,54) 644/1018%(0,63)
CXCR5+ 27/517 (0,05) 176/915%(0,19) 170/1005% (0,16)

Tabla I. Proporciones de linfocitos CD4+ analizados en los fenotipos indicados para cada uno de los
grupos. a = p < 0,001vs No infectado. Test xz
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Figura 3. Andlisis por citometria de fluljo de esplenocitos totales marcados con el panel de anticuerpos
CD4/CXCR5/CCRY7. A. Histograma de fluorescencia representativo de CCR7-PeCy7 (izq.) y CXCR5 (der.)
en region de linfocitos CD4" a los 13 dpi. Sombreado gris claro: No infectado (NI); Linea negra: Infectado
Control (IC), Linea gris: Control de Isotipo. B y C. Gréfico bidimensional representativo de CCR7 (B) y
CXCRS5 (C) vs CD4 para los tres grupos analizados con la regién de células positivas para cada uno de los
marcadores segun se indica. D y E. Cuantificacion de la mediana de fluorescencia (MF) de CCR7 (D) y de
CXCRS5 (E) en los linfocitos CD4*. IC: barras grises; MabNt: barras grises rayadas; NI: barras blancas. Las
barras representan el promedio de la MF + ES de triplicados de al menos 3 ensayos independientes. *p <
0,05 vs control; ** p < 0,01 vs control. Test de Kruskal-Wallis con contrastes de Dunn.
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En el grupo de animales infectados control se observé que la proporcién de células
B220%"° CCR7* fue similar a la de los animales no infectados (Figura 4B y Tabla Il). En
ninguno de estos parametros se registraron diferencias significativas entre los animales
infectados neutralizados para la actividad TS respecto a los animales infectados control
(Figura 4 B-E y Tabla ll).

Se analiz6 bidimensionalmente la expresion de CXCR5 y CCR7 en la regién de LT
CD4" y observamos que con la infeccién aument6 la proporcion de células CXCR5*
CCR7" (doble positivas) respecto a las CCR7*. La misma tendencia se observd con las
células CXCR5" respecto a las CCR7*, indicando que la presencia de los parasitos indujo
el balance adecuado de receptores de quimioquinas para que los LT CD4" migren hacia
el foliculo (Figura 5A y Tabla Ill). Sin embargo cuando este mismo andlisis se realiz
seleccionando la region de LB, observamos que la proporcion de células doble positivas
respecto a las CXCR5" disminuyé en los animales infectados indicando que la presencia
del pardsito indujo un porcentaje menor de LB con el balance de receptores de
quimioquinas adecuado para migrar hacia las areas T (Figura 5B y Tabla IV).

Centro Germinal y activacion de Linfocitos T

Los CG son microambientes linfocitarios inducibles donde se produce la maduracién
necesaria para que los LB aumente la afinidad por el antigeno, el switch de isotipo y la
generacion de LB memoria (Shinall y col. 2000). La lectina PNA (Peanut Aglutinin) ha
sido ampliamente descripta como marcador de LB del CG (Bermejo y col. 2011).
Asimismo los LT CD4" y LT CD8" activados sufren modificaciones en su patrén de
carbohidratos de superficie que pueden evidenciarse utilizando PNA como marcador
(Galvan y col. 1998). Nos resulté de interés particular el estudio con este marcador
debido a los resultados anteriores de nuestro laboratorio en los que se describidé una
profunda desorganizacion y destruccion tisular del bazo con pocos y pequefios GC (Risso
y col. 2007). Con el objetivo de ampliar y profundizar los resultados descriptos por Risso y
col (2007), se analizd por citometria de flujo el efecto protector del MabNt en el armado

Linfocitos B220+

No infectado
(x 1.10%)

Infectado Control
(x 1.10%

Infectado MabNt
(x 1.10%

CXCR5+

359/464 (0,76)

1913/2335 (0,82)

1428/1770 (0,81)

CCR7+

119/906 (0,13)

275/2408 (0,11)

254/2230 (0,11)

Tabla Il. Proporciones de linfocitos B220+ analizados en los fenotipos indicados para cada uno de

los arunos.
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Figura 4. Andlisis por citometria de flujo de esplenocitos totales marcados con el panel de anticuerpos
B220/CXCR5/CCR7. A. Histograma de fluorescencia representativo de CCR7-PeCy7 (izq.) y CXCR5
(der.) en regién de linfocitos B220* a los 13 dpi. Sombreado gris claro: No infectado (NI); Linea negra:
Infectado Control (IC), Linea gris: Control de Isotipo. B y C. Gréafico bidimensional representativo de CCR7
(B) y CXCRS5 (C) vs B220 para los tres grupos analizados con la regién de células positivas para cada uno
de los marcadores segun se indica. D y E. Cuantificacion de la mediana de fluorescencia (MF) de CCR7
(D) y de CXCR5 (E) en los linfocitos B220". IC: barras grises; MabNt: barras grises rayadas; NI: barras
blancas. Las barras representan el promedio de la MF = ES de triplicados de al menos 3 ensayos
independientes. *p < 0,05 vs control. Test de Kruskal-Wallis con contrastes de Dunn.
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Figura 5. Andlisis por citometria de flujo de esplenocitos totales marcados con el panel de anticuerpos
B220/CD4/CXCR5/CCR7 Ay B. Graficos bidimensionales de la expresion de CCR7 vs CXCR5 con region
en linfocitos CD4" (A) o linfocitos B220" (B).

Linfocitos CD4+ No infectado Infectado Control Infectado MabNt
(x 1.10% (x 1.10% (x 1.10%

Doble pos/CCR7+ | 86/1319 (0,07) 244/2052% (0,12) 245/1685% (0,15)

CXCR5+/CCR7+ 22/1319 (0,02) 545/2052% (0,27) 630/1685% (0,37)

Tabla Ill. Proporciones de linfocitos CD4+ analizados para los fenotipos indicados en cada uno de los
grupos. a = p < 0,0001vs No infectado. Test XZ

Linfocitos B220+ No infectado Infectado Control Infectado MabNt
(x 1.10% (x 1.10% (x 1.10%
Doble pos/CXCR5+ | 430/150 (2,86) 602/275% (2,23) 611/299° (2,04)

grupos. a = p < 0,0001vs No infectado.Test Xz

-

Tabla IV. Proporciones de linfocitos B220+ analizados para los fenotipos indicados en cada uno de los




analizé por citometria de flujo el efecto protector del MabNt en el armado del CG respecto
a los animales no tratados. Para ello se estudio el numero de LB del CG realizando una
triple marcacién con el panel de anticuerpos B220/IgM y la lectina PNA y luego se analiz6
bidimensionalmente el nimero de células PNA* B220?"° seleccionando la regién de
linfocitos/IgM™* (Figura 6A).

Durante todo el periodo analizado se observé un aumento significativo del nimero de
LB CG en los animales infectados respecto a los animales no infectados (Figura 6 Ay B).
Los animales infectados tratados con el MabNt no mostraron diferencias significativas
respecto a los animales infectados control (Figura 6A y B).
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Figura 6. Analisis por citometria de flujo de esplenocitos totales marcados con el panel B220/PNA. A.
Grafico bidimensional representativo de los esplenocitos de ratones no infectados (NI), infectados control
(IC) o infectados tratados con el anticuerpo neutralizante de TS (MabNt). B. Cuantificacién del niumero de
células correspondientes a la regién de linfocitos B220*/PNA*. O NI; A IC; 0 MabNt . Las lineas en los
graficos de cuantificacién representan el valor promedio + ES de triplicados de al menos 3 ensayos
independientes. * p < 0,05 vs control; ** p < 0,001 vs control. Test de ANOVA con contrastes de Tuckey.
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Ademas se realiz6 la marcacién con el panel de anticuerpos CD3/CD4 y la lectina PNA
o con el panel CD3/CD8 y la lectina PNA con el objetivo de analizar si durante la etapa
aguda de la infeccion el tratamiento con el MabNt induce algun cambio en el estado de
activacion de los LT. Luego se realiz6 el andlisis bidimensional de CD4/PNA y CD8/PNA
seleccionando la regién de linfocitos CD3" (Figura 7 Ay B).

En los animales infectados tratados con el MabNt el nimero de LT CD4" activados
aumentoé significativamente a los 13 y 15 dpi respecto a los animales no infectados
aunque a los 17 dpi se observé una disminucién en el nimero de células de esta
poblacién y hacia el final del periodo analizado no hubo diferencias significativas entre el
grupo de infectados tratados con el MabNt y los animales no infectados (Figura 7C).
Respecto a los animales infectados control se observé que a los 13 dpi no presentan
diferencias significativas respecto a los animales no infectados. En este grupo el aumento
es mas tardio y a los 15 dpi y 17 dpi el numero de LT CD4" activados fue
significativamente mayor que en los animales no infectados (Figura 7C). En todo el
periodo analizado no se observaron diferencias significativas entre los grupos de
infectados tratados con el MabNt y el control experimental (Figura 7 Ay C).

Respecto a los LT CD8* activados se observé un aumento significativo del nimero de
células en todo el periodo analizado en ambos grupos de animales infectados respecto a
los animales no infectados (Figura 7 B y D). Los dos grupos de animales infectados
analizados (MabNt y control experimental) no mostraron diferencias significativas en el

nimero de LT CD8" activados en el periodo analizado (Figura 7 B y D).

Niveles de produccion de IgM y perfil de la respuesta inmune

Se realizaron cultivos primarios de las células del bazo obtenidas por disgregacion
mecanica de los animales infectados y tratados con MabNt y del control experimental a los 15
dpi. Paralelamente se realizaron cultivos primarios en las mismas condiciones, pero de
animales no infectados. Los esplenocitos se cultivaron durante 48 hs, luego se cosecharon,
se centrifugaron y se realizd la medicion de la concentracién de IgM por ELISA.

Se observo que los esplenocitos de animales infectados tuvieron una produccidon mayor
de IgM que los animales no infectados. Sin embargo, los animales tratados con el MabNt no
mostraron diferencias significativas con los animales infectados del control experimental
(Figura 8B). Con los mismos sobrenadantes de esplenocitos de ambos grupos de infectados
y de animales no infectados cultivados 48 hs se estudi6 el perfil de la respuesta inmune a

través de la produccion de IL-4, IL-2 e IFN-y.
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Figura 7. Anadlisis por citometria de flujo de esplenocitos totales marcados con el panel
CD3/CD4/CD8/PNA. Grafico bidimensional representativo de los esplenocitos de ratones no infectados
(NI), infectados control (IC) o infectados tratados con el anticuerpo neutralizante de TS (MabNt) y
marcados con CD3/CD4/PNA (A) o con CD3/CD8/PNA (B). C. Cuantificacion del numero de células
correspondientes a la region de linfocitos CD4"/PNA*; D. Cuantificacion del nimero de células
correspondientes a la regién de linfocitos CD8/PNA*. 0O NI; A IC; © MabNt.. Las lineas en los graficos de
cuantificacion representan el valor promedio + ES de triplicados de al menos 3 ensayos independientes. *
p < 0,05 vs control; ** p < 0,001 vs control. Test de ANOVA con contrastes de Tuckey.
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Figura 8. ELISA de A. IL-4 y B. IgM de sobrenadantes de 48 hs de cultivo de esplenocitos totales
extraidos de ratones infectados a los 15 dpi o de ratones no infectados. Infectados control (IC, barras
grises); infectados tratados con el anticuerpo neutralizante de la actividad frans-sialidasa (MabNt, barras
grises rayadas) o no infectados (NI, barras blancas). Las barras representan el valor promedio + ES de
triplicados de al menos 3 ensayos independientes. * p < 0,05 vs control; ** p < 0,001 vs control. Test de
ANOVA con contrastes de Tuckey.

Se observd que los esplenocitos de animales infectados produjeron una cantidad mayor de
IL-4 que los animales no infectados, sin embargo la produccion de IL-4 en los esplenocitos de
animales tratados con el MabNt no mostr6 diferencias con la de los animales infectados
control (Figura 8A). Como era de esperar (Abrahamsohn y Coffman 1995) la produccién de
IL-2 fue indetectable tanto en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos de animales no
infectados, de los animales infectados tratados con el MabNt y los infectados control (no se
muestran datos). Tampoco pudimos detectar la liberacion de IFN-y en dichos sobrenadantes

de cultivos de esplenocitos de ninguno de los grupos experimentales (no se muestran datos).
Modelo de estimulaciéon con un antigeno especifico

El objetivo de este modelo de estimulacion con un antigeno especifico fue estudiar la
accion de TS en un sistema libre de las multiples variables que se producen durante la
infeccibn murina con T. cruzi, es decir determinar si TS en forma directa es capaz de
ejercer algun efecto deletéreo cuando un antigeno especifico activa la respuesta inmune
en forma T dependiente. Para ello evaluamos en este modelo el desarrollo del CG y en la
activacion de los LT CD4" especificos para OVA.
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Centro germinal y activacion de los LT CD4+ especificos

Los ratones BALB/c transferidos con esplenocitos obtenidos de ratones transgénicos
DO11.10 tratados con PBS (Control), tratados con OVA o tratados con OVA + rTSa se
sacrificaron a los 6 dias post inoculacion (6 dpi) se extrajeron los ganglios drenantes de los
sitios de inoculacion. Los 6rganos se disgregaron mecanicamente y las células se marcaron
con los anticuerpos B220, KJ126 (anticuerpo monoclonal que reconoce los TCR especificos
para OVA) y con la lectina PNA y luego se evalu6 por citometria de flujo el nUmero de células
en el CG (B220? PNA*) (Figura 9A) y el nimero de LT CD4" especificos para OVA que se
activaron (KJ126" PNA") (Figura 9B).

Observamos que luego de 6 dpi en los animales estimulados con OVA el numero de
LB CG aumentd significativamente respecto a los animales control. Los animales que
fueron estimulados con OVA + rTSa, no mostraron diferencias significativas en el numero
de células en el CG respecto al control ni tampoco respecto a los animales tratados con
OVA solamente (Figura9 Ay C).

Con respecto a los LT CD4* especificos para OVA activados a los 6 dpi (KJ126" PNA"),
observamos un aumento significativo en el grupo de animales tratados con OVA. El nUmero
de KJ126" en el grupo de animales tratado con OVA + rTSa también aumentd (aunque en
menor medida) respecto al grupo control y fue estadisticamente similar respecto al grupo de
los animales tratados con OVA solamente (Figura 9 By D).
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Figura 9. A y B. Analisis por citometria de flujo de esplenocitos totales marcados con el panel
B220/KJ126/PNA. Grafico bidimensional representativo de los esplenocitos de ratones naive (C), tratados
con OVA (OVA) o tratados con OVA y rTS activa (OVA/FTS) y marcados con B220/PNA a los 6 dpi (A) o
con KJ126/PNA (B). C. Cuantificacion del nimero de células correspondientes a la region de linfocitos
B220/PNA"; D. Cuantificacién del nimero de células correspondientes a la regién de linfocitos
KJ126"/PNA*. O C; A OVA; o OVA/TS. Las lineas en los gréaficos de cuantificacion representan el valor
promedio + ES de triplicados de al menos 3 ensayos independientes. * p < 0,05 vs control; ** p < 0,001 vs
control. Test de ANOVA con contrastes de Tuckey.
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Discusion

La respuesta inmune adaptativa en la infeccion aguda con T. cruzi se caracteriza por
la activacion policlonal, la apoptosis de Linfocitos B (LB) y Linfocitos T (LT) y por una
severa inmunosupresion (Harel-Bellan y col. 1983; Minoprio 2001; DosReis y Lopes
2009). Previamente, miembros de nuestro grupo demostraron un extenso dafo tisular en
el timo, el bazo y los ganglios, asociados con la actividad de trans-sialidasa TS durante la
fase aguda de la infeccion (Mucci y col. 2002; Risso y col. 2007). En los 6rganos linfoides
secundarios (OLS) nuestro grupo reporté a través de un analisis histolégico que al
bloquear especificamente la actividad TS con un anticuerpo monoclonal se prevenia la
desorganizacion de las areas B de los centros germinales (Risso y col. 2007). Decidimos
entonces avanzar en este estudio utilizando el mismo modelo murino de infeccién aguda
con la neutralizacion especifica de TS para analizar cuales eran las subpoblaciones
afectadas por la enzima utilizando citometria de flujo.

En concordancia con lo descripto previamente por otros autores, observamos que el
bazo de los animales infectados aumenté de tamano significativamente y se correlacioné
con un aumento en el nimero de células respecto a los animales no infectados (Bermejo
y col. 2011). Ademas detectamos un aumento significativo en la concentracién de IgM en
los cultivos primarios de esplenocitos obtenidos de los animales infectados respecto a los
animales sin infectar. Estos resultados podrian asociarse a la esplenomegalia e
hiperinmunoglobulinemia desarrollada como consecuencia de la activaciéon policlonal de
linfocitos durante la fase aguda de la infeccién (Reina-San-Martin y col. 2000a). Estos
mismos parametros fueron evaluados en paralelo en los bazos de animales infectados
con la actividad TS neutralizada, sin embargo observamos que se comportaron de la

misma forma que los animales infectados control.

El bazo es un érgano muy complejo desde el punto de vista de las numerosas
subpoblaciones celulares que lo conforman (Mebius y Kraal 2005). En el raton, algunas
de estas subpoblaciones corresponden a los LB que estan completando su proceso de
maduracién, los LB de zona marginal (ZM) y los de LB de Centro Germinal (CG) y
expresan marcadores fenotipicos diferenciales que pueden ser evaluados por citometria
de flujo (Loder y col. 1999; Bermejo y col. 2011). De acuerdo a nuestros resultados, a los
13 dias post infeccién (dpi) aumenta significativamente el nimero de LB de Transicion 1
(Tr1) y/o ZM en los ratones infectados respecto a los ratones no infectados, sin embargo
a los 15 dpi los valores son similares al control y asi se mantienen hasta el final del
periodo analizado (17 dpi). La caida en el numero de esta subpoblaciéon de LB Tr1 que
observamos hacia el final de este periodo podria asociarse al efecto de una deplecién de
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esta subpoblacion a nivel de la médula 6sea mediado por células del linaje mieloide
(Zuniga y col. 2005). Por su parte, el comportamiento de los LB ZM en las enfermedades
infecciosas aun es motivo de investigaciones (Bryan y Norris 2010). A pesar que hay
autores que describen una temprana expansion de los LB ZM en la infeccién con T. cruzi
(Bryan y col. 2010; Bryan y Norris 2010) seria necesario ampliar el estudio con otros
marcadores o0 con otro abordaje para poder asociarlo a los resultados presentados aqui.
El tratamiento de los ratones infectados con el anticuerpo neutralizante de la actividad TS
no produjo ningun efecto diferencial en esta subpoblacion.

Respecto al numero de células correspondiente a la subpoblacién de LB de Transicién
2 (LB Tr2) en los esplenocitos de animales infectados a los 13 dpi se observé una
cantidad significativamente mayor que en los animales no infectados. A los 15 dpi los
valores fueron similares a los esplenocitos de animales no infectados y luego a los 17 dpi
vuelven a aumentar significativamente en los esplenocitos de animales infectados
respecto a los valores de los animales no infectados. En el grupo experimental tratado
con el anticuerpo neutralizante de la actividad TS no se observaron diferencias
significativas en el numero de células de esta subpoblaciéon respecto a los animales

infectados control.

Los LB Tr2 son secuencialmente un estadio de maduracién posterior al de LB Tr1 vy,
en este sentido, observamos que siguen un patron coincidente. Sin embargo, hacia el
final del periodo habria una recuperacion de la poblacion de LB Tr2 que podria asociarse
a las diferencias en el progreso de estas dos subpoblaciones de acuerdo a la
estimulacion que reciben del BCR (Su y Rawlings 2002) o también a una repoblacién de
LB inmaduros en el bazo.

En cuanto al nimero de LB maduros en el bazo de los animales infectados control a
los 15 dpi se observaron diferencias significativas respecto a los animales no infectados.
Sin embargo en los animales infectados tratados con el anticuerpo neutralizante de la TS
el aumento es mas temprano y ya desde el dia 13 dpi el numero de células es mayor
respecto a los animales no infectados aunque al comparar el numero de células de esta
subpoblacién con el de los animales infectados control no se observaron diferencias en

ninguno de los tiempos analizados.

El retraso en el aumento del numero de LB maduros diferencialmente en los animales
infectados control podria asociarse a la actividad de TS. Como consecuencia de la
proteccion conferida por el MabNt (Risso y col. 2007) creemos que los LB maduros de los
animales infectados de este grupo experimental podrian estar respondiendo mas
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rapidamente a tiempos cortos de la infeccibn cuando la parasitemia aun esta
relativamente controlada y cuando todavia el dafio en el érgano es leve.

Los LT CD4" naive se posicionan en las areas T gracias a la expresién de CCR7 y en
respuesta a las quimioquinas CCL19/CCL21 mientras que los LB lo hacen en los foliculos
en respuesta a la quimioquina CXCL13 debido a la expresién de CXCR5 (Cyster y col.
2000). Uno de los requisitos para el desarrollo de los CG es el adecuado balance de los
receptores de quimioquinas CXCR5/CCRY7 para el encuentro de los LB y LT activados
(Cyster y col. 2000; Voigt y col. 2000). Estos receptores deben superar ciertos niveles de
expresion para que los LB y LT CD4" activados “combatan” las sefales que los
mantienen posicionados en sus respectivas areas, puedan migrar y encontrarse en el
borde B/T (Hardtke y col. 2005). En los animales infectados observamos un aumento de
la proporciéon de LT CD4" que expresan CXCR5 y una disminucién de la proporcion de
las que expresan CCR7 respecto a los animales no infectados. Estas observaciones se
correlacionaron con una disminucion de la mediana de fluorescencia (MF) de CCR7 y un
aumento de la MF de CXCR5 en los LT CD4" del bazo de animales infectados. El
comportamiento de estos receptores en los animales infectados se correlaciona con el
balance necesario para el reposicionamiento de los LT CD4" foliculares en el borde del
area B y es critico para el encuentro entre ambas poblaciones y el desarrollo de los CG
(Ansel y col. 1999; Hardtke y col. 2005). La actividad TS no parece ejercer ningun efecto
diferencial sobre la proporcién de LT CD4*CXCR5'CCR7°%° ni en los niveles de
expresion de estos receptores de quimioquinas ya que los animales infectados con la

actividad TS neutralizada mostraron valores similares a los animales control.

Respecto a los LB, no observamos diferencias significativas en la proporcion que
expresan CXCR5 en el bazo de animales infectados respecto a los animales sin infectar.
La misma tendencia observamos respecto a la proporcion de LB que expresan CCR7. En
cuanto a los niveles de fluorescencia de estos marcadores, observamos un aumento en
la MF de CXCR5 y una disminucion en la de CCR7 en los LB provenientes de bazos de
animales infectados respecto a los de los animales sin infectar. Este comportamiento
inesperado de los receptores pone en evidencia un posible mecanismo que impide el
correcto armado de los CG ya que esta descripto que una vez activados los LB deben
aumentar la expresion de CCR7 y mantener constante o disminuir la expresién de
CXCR5 (Reif y col. 2002) para favorecer la migracién hacia los bordes B/T y el encuentro
entre ambas poblaciones (Ekland y col. 2004). Incluso se ha reportado que el aumento de
la expresién de CXCRS en los LB activados es suficiente para anular su migracién en
direccién a las areas T (Reif y col. 2002). El tratamiento neutralizante de la actividad TS
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no fue capaz de revertir este comportamiento ya que los LB de los animales infectados
tratados con el MabNt mostraron valores similares a los de los animales infectados

control.

Con el objetivo de estimar la medida en la que los LT CD4" modifican el balance de
receptores de quimioquinas para reposicionarse en el borde B/T, analizamos la
proporcién de células doble positivas respecto a las CCR7* seleccionando a la poblacion
de linfocitos CD4". El analisis mostré que hay una mayor proporciéon de LT CD4* que
coexpresan ambos receptores (e incluso que disminuyen la expresiéon de CCR7 vy
expresan solamente CXCR5) entre los LT CD4" del bazo de animales infectados respecto
a los de los animales no infectados sin un efecto diferencial en los animales con la

actividad TS neutralizada.

El mismo analisis se realizd entre los LB. En este caso se estudié el balance de las
células doble positivas respecto a las CXCR5" como indicio de la respuesta al
reposicionamiento hacia los bordes B/T. Nuestras observaciones mostraron una
disminucién significativa en la proporcion doble positivas/CXCR5" en los LB del bazo de
animales infectados respecto a los linfocitos de los animales sin infectar. Este ultimo
resultado pone mas en evidencia la alteracion en la respuesta esperada para los LB
durante la infeccion. La actividad de TS no esta relacionada con estos eventos ya que la

neutralizacion enzimatica no fue suficiente para prevenir este comportamiento.

La alteracion de la histoarquitecura del bazo fue descripta también en la infeccién
experimental con Leishmania donovani (Engwerda y col. 2002; Silva y col. 2012).
Recientemente se comunic6 que la profunda desorganizacion esplénica en los perros
infectados con Leshmania infantum esta asociada a una menor expresion de CXCL13, la
quimioquina reconocida por CXCR5 y que direcciona a los LB al foliculo (Silva y col.
2012).

Esta es la primer descripcion del comportamiento de los receptores de quimioquinas
en la infeccion aguda con T. cruzi y podria, en parte, explicar el mecanismo de las
alteraciones observadas en la organizacion de los GC y la aparicion de GC
extrafoliculares y ectopicos en la etapa aguda de la infeccién (Risso y col. 2004; Bermejo
y col. 2011).

En el presente trabajo analizamos también la subpoblacién de LB CG. Utilizamos una
combinacion de anticuerpos anti IgM, anti B220 y la lectina PNA descripta en la
bibliografia para identificar a esta poblacién (Butcher y col. 1982; Shinall y col. 2000;
Bermejo y col. 2011). El epitope con el que reacciona PNA son residuos lactosa. Dado
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que TS cataliza la transferencia/hidrélisis de acido sidlico unido a galactosas terminales,
la reactividad de PNA podria correlacionarse con la actividad de esta enzima (Mucci y col.
2006) y esto podria enmascarar variaciones en el niumero de células correspondiente a la
region PNA™ en el andlisis. Sin embargo, en el histograma de fluorescencia para PNA de
los esplenocitos provenientes de animales infectados con neutralizacion en la actividad
TS no se observaron diferencias significativas respecto a los animales infectados control.
Asi, el andlisis de la regién de células B220*/IgM*/PNA" en los esplenocitos mostré desde
el dia 13 dpi y hasta el dia 17 pi que el nimero de LB CG de los animales infectados fue
mayor que en los animales no infectados. Este resultado, esperable en la respuesta
adaptativa contra un patdégeno, se correlaciona con las observaciones histoldgicas
previas de nuestro grupo (Risso y col. 2007), aunque a través de la citometria de flujo no
pudimos observar el fendbmeno de proteccion de esta poblacion con el tratamiento
neutralizante de la actividad TS.

Evaluamos también la concentracion de citoquinas en los cultivos de esplenocitos de
ratones con 15 dias de infeccién. Observamos un aumento significativo de IL-4 respecto
al control mientras que los niveles de IL-2 e IFN-gamma en el bazo fueron indetectables.
La habilidad del parasito para depletar la liberacién de IL-2 (Tarleton y Kuhn 1984; Zhang
y Tarleton 1996) y el aumento de IL-4 descriptos por otros autores en la infeccion murina
(Zhang y Tarleton 1996; Planelles y col. 2003) no fueron modificados con la
neutralizacion de la actividad TS. Aunque no son concluyentes, estos resultados
coinciden con descripciones de otros autores y sugieren un perfil de citoquinas asociado
a larelativa susceptibilidad de la cepa BALB/c (Bryan y col. 2010).

La pérdida de acido sialico en la superficie celular (que rutinariamente se mide con la
reactividad de la lectina PNA) también esta asociada a la activaciéon de los LT CD4*
periféricos (Bi y Baum 2009) y, debido a una expresion diferencial de ST3Gal | en los LT
CD4" que se diferencian a Th2, la reactividad con PNA es mayor en aquellos LT CD4"
que se estan diferenciando a Th1 (Grabie y col. 2002). De acuerdo a nuestros resultados
observamos que, a lo largo de todo el periodo analizado, los animales infectados poseen
cantidades significativamente mayores de LT activados (CD4*/PNA*) que los animales no
infectados. A través de la marcacion con PNA en nuestro modelo no pudimos discriminar
entre las subpoblaciones Th1 y Th2 sugiriendo que quizds la respuesta no esté lo
suficientemente definida hacia uno de los dos perfiles sino que se trata de un perfil mixto
de ambas subpoblaciones de LT CD4" (Hoft y col. 1993; Zhang y Tarleton 1996; Tarleton
y col. 2000).
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Anteriormente, miembros de nuestro grupo describieron que el tratamiento de
timocitos con TS los conduce a apoptosis por transferencia de acido sialico (pero no por
hidrélisis) probablemente a la mucina de superficie CD43 (Mucci y col. 2002; Mucci y col.
2006). Respecto a los LT periféricos, se demostré in vitro e in vivo que la union de TS a
CD43 inicia una cascada de sefalizaciéon con efectos coestimulatorios y antiapoptéticos
(Todeschini y col. 2002a). Sin embargo en nuestro modelo observamos que la
neutralizacion de la actividad TS en animales infectados no tuvo ningun efecto diferencial

respecto a los animales infectados control.

En los bazos de ratones infectados observamos que los LT CD8'/PNA" aumentan
significativamente respecto a los ratones sin infectar a lo largo de todo el periodo
analizado (13 a 17 dpi). Este resultado coincide con lo esperado para la poblacién de LT
CD8" activados en el bazo (Priatel y col. 2000) que aumentan en numero absoluto
durante la infeccion aguda (Minoprio y col. 1986a).

El estudio de los pardmetros mencionados previamente y analizados por citometria de
flujo mostraron que no estén relacionados con la accion de la TS. Decidimos, entonces
continuar nuestra evaluacién utilizando un modelo de estimulacion T dependiente en
ratones naive transferidos con esplenocitos DO11.10 y estimulados con ovoalbimina
(OVA) (Kearney y col. 1994) y analizar si la coadministracion de TS recombinante (rTS)
activa puede alterar en algun nivel el montaje de la respuesta inmune. Como era de
esperar, a los 6 dias post-estimulacién en los ganglios drenantes de los ratones
transferidos y estimulados con OVA se observd un aumento significativo en el nimero de
LT activados especificos para el péptido de OVA (KJ126*/PNA*) respecto a los animales
sin estimulacion (naive). En los ganglios de los animales a los que paralelamente se les
administr6 rTS activa también aumentd significativamente esta subpoblacion con
respecto a los animales no estimulados aunque con una menor tendencia que en los

animales tratados solamente con OVA.

En los ganglios de los animales estimulados con OVA se observd, coherentemente
con la respuesta de los LT, un aumento significativo del numero de LB CG (B220*/PNA").
La actividad rTS produjo un efecto deletéreo en el montaje de los CG ya que el numero
de LB CG fue similar al de los animales que no fueron estimulados (naive). La
participacién de rTS no alcanz6 para depletar completamente el nimero de LB CG ya
que tampoco se observaron diferencias respecto a los animales que fueron estimulados

solamente con OVA.
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El objetivo de esta etapa fue evaluar la participacion de TS en las alteraciones en los
OLS observada previamente en nuestro grupo en un modelo murino de infeccién aguda
con T. cruzi (Leguizamon y col. 1999; Mucci y col. 2006; Risso y col. 2007) y profundizar
sobre las poblaciones blanco estableciendo los mecanismos de accion de la enzima.
Concluimos que, en el contexto de una infeccién tan compleja, la sustraccién de un solo
factor de virulencia no es suficiente para correlacionar con las observaciones previas de
nuestro grupo. Tampoco lo fue para prevenir las alteraciones novedosas que describimos
aqui en el comportamiento de los receptores de quimioquinas. Si bien en el modelo de
estimulacion especifica con OVA observamos una tendencia modulatoria en la respuesta,
la actividad TS per se no fue suficiente para depletar completamente el armado de los
CGs.
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Capitulo II
Estudio del perfil de Metaloproteasas en la infeccion con
Trypanosoma cruzi y su asociacion con la trans-sialidasa

Resultados

Diferentes agentes patégenos tanto bacterianos como virales poseen la capacidad de
regular la expresion de Metaloproteasas (MMPs). En particular MMP-2 y MMP-9
participan en la defensa, la injuria, la inflamacién y la reparacion del tejido aunque su
accion exacerbada puede conducir a una inmunopatologia. Con el fin de conocer la
capacidad de T. cruzi de regular la expresién de estas gelatinasas, hemos iniciado un
estudio utilizando diferentes poblaciones parasitarias en la infeccién murina. Para ello
empleamos poblaciones que inducen en el huésped una evolucidon aguda o crénica
dependiendo de la cepa de T. cruzi empleada. Las cepas de alta virulencia utilizadas
pertenecen a la UDT T. cruzi VI e inducen 90-100% de mortalidad de los animales en un
periodo de 20 dias post-infeccion. Las de baja virulencia pertenecen a la UDT T. cruzil e

inducen una infeccién crénica (Figura 1).

Estudio del perfil de metaloproteasas circulantes

Para realizar el analisis propuesto utilizamos los aislamientos de alta virulencia RA,
Tulahuén, Cvd y el clon Q501/3, y de baja virulencia Ac, CA-l y el clon K-98. El estudio
del perfil de MMPs se realiz6 midiendo la actividad gelatinolitica de MMP-2 y MMP-9 en
el plasma de ratones infectados. Para ello se tomaron muestras de plasma desde los 15
dias post infeccion (dpi) y hasta los 150 dpi. Las muestras de plasma de los ratones no
infectados fueron tomadas en paralelo a los mismos dias luego de iniciado el
experimento. Observamos que tanto en la fase aguda como en la fase cronica de la
infeccion con cepas de baja virulencia, la actividad gelatinolitica de MMP-2 en su forma
activa y latente fue similar a la de los ratones no infectados (Figura 2). Sin embargo, en el
plasma de los ratones infectados con parésitos de alta virulencia se detect6 un aumento
significativo de la actividad de MMP-2 en su forma activa y latente (proMMP-2) respecto a
los ratones no infectados. La actividad plasmatica de MMP-2 de los ratones infectados
con cepas de alta virulencia también fue comparada con la actividad MMP-2 de los
ratones infectados con cepas de baja virulencia a todos los tiempo pi y observamos que
las cepas de alta virulencia inducen una mayor actividad de MMP-2 plasmatica respecto a
las cepas de baja virulencia (Figura 2).
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Figura 1. Curvas de parasitemia y mortalidad en funcién de los dias post-infeccién (dpi). A. Parasitemia
(parasitos/ml de sangre) y B. Porcentaje de sobrevida a distintos dpi de las cepas y un clon de alta

virulencia utilizados en el ensayo incluidas en el UDT T. cruzi VI. m RA1; © Tulahuén; O Cvd; ® Q501/3.
C. Parasitemia y D. Mortalidad a distintos dpi de una cepa y un clon de baja virulencia utilizados en el

ensayo incluidas en el UDT T. cruzi |; m K98; O Ac.

Para analizar la expresion proteica de MMP-2, se utilizé el plasma de los ratones no
infectados o infectados con parasitos de alta y baja virulencia y se realizaron western blot
utilizando un anticuerpo antiMMP-2 (Figura 3). En concordancia con los resultados arriba
descriptos se observé que los niveles de MMP-2 de los ratones infectados con parasitos
de baja virulencia fueron similares a la de los ratones no infectados. En los plasmas de
los ratones infectados con cepas de alta virulencia los niveles de MMP-2 fueron
significativamente mayores respecto a los infectados con parasitos de baja virulencia y a
los no infectados (Figura 3).

En relacion a la actividad de MMP-9 circulante en los ratones infectados con parasitos
de baja virulencia, observamos una disminucién de la actividad de proMMP-9 a los 15y
30 dpi respecto a lo observado en los ratones no infectados a idénticos tiempos luego de
iniciado el experimento (Figura 4).

iy



1.004

0.75+4

0.50+ M

Actividad MMP-2
(Unidades arbitrarias)
o
N
SH

H
H
H |
H
|.|
H
H [
H
H
H
H
H  ©
].|
H
|_|
— |
H
E )

0.00

o oOoo LOOOO OO0 VOO € € T M
— MO TMNHOOoOWL OOOND ~MOO v © > =
L

©
NI Ac K98 CAl s @

: o

dpi
1.00-

0.254 H “l‘
0.00
Lo oo
—® O ®

proMMP-2 ——»
MMP-2 —>

RA
Tulahuen
Cvd
Q501/3

Actividad proMMP-2
(Unidades arbitrarias)
o (=]
o ~
5 vl
Q
150 —
15 H
30 H
60 (o
90 H
150 =
30 H
60 H
90 h W
@ 120
150 h
15|
30 o
60 H
% )

=
>
0

K9

0
>

dpi

Ac RA NI C+

Figura 2. Actividad de MMP-2 plasmatica. Cuantificacion de la actividad gelatinolitica de A. MMP-2 y B.
proMMP-2 de los ratones no infectados (NI, barras blancas), ratones infectados con parasitos de baja
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corresponde a una alicuota de sobrenadante de células HT1080 estimuladas con PMA.




Hacia el final de la fase aguda (60 dpi) y durante la fase cronica la actividad proMMP-9
circulante alcanza valores similares a los de los ratones no infectados (Figura 4). Al igual
que otros autores (Lindsey y col. 2005; Zhao y col. 2006), observamos una asociacion
entre la edad del ratdén y una disminucién de la actividad proMMP-9 plasmatica (Figura 4).
En los plasmas de ratones infectados con parésitos de alta virulencia se observd una
disminucién significativa de la actividad respecto a los ratones infectados con cepas de
baja virulencia y a los no infectados (Figura 4).

Ademas evaluamos los niveles de TNFa en ambos grupos de animales infectados y
detectamos un aumento significativo de esta citoquina solamente en los animales

infectados con cepas de alta virulencia (Figura 5).

Evaluacion del perfil de MMPs en diferentes 6rganos de ratones
infectados por Trypanosoma cruzi

Los resultados descriptos previamente en este trabajo muestran que las mayores
alteraciones en la actividad de MMPs del huésped resultan de la infeccion con cepas de
alta virulencia que son las mismas que inducen un profundo dafo tisular en el huésped
segun describieron miembros de nuestro grupo (Risso y col. 2004; Risso y col. 2007).
Decidimos evaluar entonces, las alteraciones en la actividad de las MMPs de los érganos
de los ratones infectados con cepas de alta virulencia en la fase aguda. Para ello
infectamos ratones con el clon Q501/3 y con la cepa Cvd. Se realizé un seguimiento por
parasitemia hasta alcanzar valores entre 1x10° y 2x10° paréasitos/ml, se sacrificaron los
ratones y se extrajeron el timo, el bazo, el higado y los ganglios inguinales y axilares. Se
realiz6 la extraccion de MMPs y posteriormente se realizaron zimografias con alicuotas
de los extractos estandarizados a la misma cantidad de proteinas totales. En paralelo se
procesaron ratones no infectados como control. Observamos que la actividad de MMP-2,
proMMP-2 y MMP-9 fue significativamente mayor en los extractos de timo y de higado de
los ratones infectados respecto a los extractos de los ratones no infectados (Figura 6 A-
D). Con relacion a los extractos de ganglio, la actividad de MMP-2 en su forma activa y
latente aumenté en los ratones infectados respecto a lo observado en los controles. Sin
embargo, la actividad de MMP-9 fue menor en los extractos de ganglio de ratones
infectados respecto a los no infectados, coincidentemente con el comportamiento de esta
MMP en el plasma (Figura 6 E y G). Con respecto a los extractos de bazo de ratones
infectados, observamos que la actividad de las formas activa y latente de MMP-2 y de
MMP-9 fue semejante a los valores obtenidos con ratones no infectados (Figura 6 F y H).
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Figura 3. Western blot de MMP-2. A. Cuantificacién de MMP-2 en el plasma de ratones no infectados
(NI), plasma de ratones infectados con parasitos de baja virulencia colectados a 30 dpi (barras grises) o
plasma de ratones infectados con parasitos de alta virulencia colectados a 15 dpi (barras negras). Letras
diferentes indican diferencias entre grupos (0,001 < p < 0,05, ver Materiales y Métodos). B. Membrana

representativa del Western blot de plasma de ratones infectados con los parasitos indicados o de ratones
no infectados (NI) incubados con anticuerpo antiMMP-2.
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Figura 4. Actividad de proMMP-9 plasmatica. A. Cuantificacién de la actividad gelatinolitica de proMMP-9
de los ratones no infectados (NI, barras blancas), ratones infectados con parasitos de baja virulencia
(barras grises) o infectados con parasitos de alta virulencia (barras negras). Para los ratones infectados
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Letras diferentes indican diferencias entre grupos (0,001 < p < 0,05, ver Materiales y Métodos). ). B.
Zimografia representativa con la actividad gelatinolitica del plasma de dos ratones infectados con CA-I
(baja virulencia, 30 dpi), dos infectados con Q501/3 (alta virulencia, 15 dpi) y dos ratones NI; el control
positivo (C+) corresponde a una alicuota de sobrenadante de células HT1080 estimuladas con PMA.
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Figura 5. Concentracion de TNFa plasmatico de los ratones no infectados (NI, barras blancas), ratones
infectados con parasitos de baja virulencia a los 30 dpi (Ac y K98barras grises) o infectados con parasitos de
alta virulencia a los 15 dpi (Q501/3 y Cvd, barras negras). ND = No detectable. ** P 0,01 vs control, ## p <
0,01 vs. baja virulencia.

Andlisis de las poblaciones celulares asociadas con las variaciones de
Metaloproteasas circulantes

Plaquetas humanas

Durante la fase aguda de la infeccion murina el parasito induce trombocitopenia
(Marcondes y col. 2000; Tribulatti y col. 2005), formacién de trombos plaquetarios, asi
como mayor agregacion plaquetaria in vitro (Tanowitz y col. 1990). Nuestro grupo ha
descripto que la frans-sialidasa (TS) de T. cruzi esta involucrada en los cambios de la
sialidacién de las plaquetas participando en la trombocitopenia observada en la fase
aguda (Tribulatti y col. 2005). Dado que MMP-2 participa en el proceso de agregacién
plaquetaria tanto en ratones (Momi y col. 2009) como en humanos (Sawicki y col. 1997)
decidimos explorar si las plaquetas podrian estar involucradas en las variaciones de
MMPs circulantes observada durante la infeccion aguda con T. cruzi. Para ello
purificamos plaguetas humanas a partir de donantes voluntarios sanos, se incubaron con
tripomastigotes de cultivo del clon Q501/3 (TC Q501/3) o con medio de cultivo
condicionado durante 5 minutos. Estudiamos la funcionalidad de las plaquetas a través
de la agregacion plaquetaria y en los sobrenadantes del cocultivo se midié la actividad
MMPs.
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Figura 6. Actividad de MMP-2 y MMP-9 en extractos de 6érganos. Cuantificacién de la actividad
gelatinolitica de proMMP-2, MMP-2 y proMMP-9 en extractos de A. Timo, C. Higado, E. Ganglio y F. Bazo
de ratones no infectados (NI, barras blancas) o ratones infectados con parasitos de alta virulencia a los 15
dpi (barras negras). Zimografias representativas de los extractos de B. Timo, D. Higado, G. Ganglio, H.
Bazo de ratones NI o infectados con Cvd; el control positivo (C+) corresponde a una alicuota de
sobrenadante de células HT1080 estimuladas con PMA. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001




Para el estudio se utiliz6 Trombina como agonista de la agregacion, proceso que
aumenté proporcionalmente con la concentracién del agonista (Figura 7 A, C y E).
Cuando se coincubaron las plaquetas con los TC Q501/3 no se modific la agregacion
plaquetaria en ninguna de las condiciones ensayadas (Figura 7 B, D y F). En los
sobrenadantes de plaquetas humanas la Unica banda detectable correspondié a la
proMMP-2 (Figura 8C). Observamos que la actividad de proMMP-2 aumenta
significativamente con el aumento de la concentracibn de Trombina. Cuando se
coincubaron las plaquetas con los TC Q501/3 en presencia de Trombina no observamos
un aumento significativo de la actividad de proMMP-2 con ninguna de las
concentraciones de este agonista (Figura 8 A).

Con el fin de analizar si los cambios en la sialidacion de plaquetas mediados por TS
son capaces de influir en la actividad proMMP-2, decidimos tratar a las plaquetas
directamente con TS recombinante (rTS) dado que el tiempo de incubacidén podrian haber
sido muy breve para que el parasito libere TS suficiente para actuar sobre la superficie de
las plaquetas. Observamos que ni rTS activa ni rTS inactiva indujeron variaciones en la
actividad de la proMMP-2 plaquetaria (Figura 8B).

Neutrofilos Humanos

Utilizando Polimorfonucleares Neutréfilos (PMN) de sangre de pacientes infectados
con T. cruzi se describid que poseen un rol en la infeccibn ya que contribuyen a la
defensa del huésped principalmente por su accién citolitica mas que por la fagocitosis de
los parasitos (Kierszenbaum y Hayes 1980). En la infeccion experimental con T. cruzi se
ha demostrado que la deplecién de los PMN produce un efecto deletéreo en ratones
susceptibles o protector en ratones resistentes (Chen y col. 2001). Los PMN son una de
las fuentes de MMP-9 en el plasma (Pugin y col. 1999) que se libera al medio extracelular
en respuesta a estimulos derivados de patdgenos (Almkvist y col. 2001; Ehrenfeld y col.
2009; Itoh y col. 2010; Ehrentraut y col. 2011). Analizamos, entonces, si el estimulo de los
TC Q501/3 era capaz de inducir la liberacién de la MMP-9 neutrofilica. Los PMN fueron
obtenidos de sangre periférica de donantes voluntarios sanos. Se trataron con TC Q501/3
en distintas proporciones parasito/célula y se coincubaron a distintos tiempos en
presencia 0 ausencia de un agonista de la liberaciébn de los granulos terciarios
(Citocalasina B). Observamos que los TC Q501/3 no modificaron significativamente la
actividad de proMMP-9, ni la isoforma acomplejada con NGAL ni la proMMP-9
dimerizada. (Figura 9 A - D).
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Figura 7. Curvas de agregacion plaquetaria de plaguetas humanas lavadas incubadas en agitacion
constante a 37°C (ver Materiales y Métodos) con distintas concentraciones del agonista de la agregacion
Ay B. Trombina 0,04 u/ml; Cy D Trombina 0,2 U/ml; E y F. Trombina 1 U/ml en ausencia (A, Cy E) o en
presencia de TC Q501/3 (B, Dy F).

Simultaneamente analizamos por citometria de flujo el nivel de activacion de los PMN
en las condiciones ensayadas. Observamos que la expresion de CD11b, una integrina
clave involucrada en la adhesién firme de los neutrdfilos para iniciar el proceso de
extravasacién (Reaves y col. 2005) no se modificd significativamente en los PMN
incubados con los TC respecto a los PMN control. Respecto a la L-selectina y de CD66b,
moléculas involucradas en eventos tempranos del proceso de rodamiento (Stocks y col.
1995; Amulic y col. 2012) observamos una disminucién y un aumento respectivamente en

los PMN incubados con TC Q501/3 en comparacién con el control (Figura 10 A - F).

Analisis del perfil de MMPs durante la infeccidn de fibroblastos humanos

Con el fin de analizar el efecto inducido por T. cruzi en fibroblastos empleamos la linea

celular humana HT1080. Las células se infectaron con el TC Q501/3 o con la TC Cvd,
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Figura 8. Actividad proMMP-2 plaquetaria. Cuantificacion de la actividad gelatinolitica de proMMP-2 liberada
en 5 minutos por las plaquetas A. en ausencia (C, barras blancas) o en presencia de TC Q501/3 (barras
negras) con distintas concentraciones de Trombina segin se indica; B. incubadas con PBS (C, barras
blancas), rTS activa (Tsa, barras gris oscuro) o rTS inactiva (rTSi barras gris claro) con Trombina 0,2 U/ml;
C. Zimografia representativa del sobrenadante de plaguetas en ausencia (C) o presencia de TC Q501/3 (TC)
con distintas concentraciones de Trombina segln se indica, el control positivo (C+) corresponde a una
alicuota de sobrenadante de células HT1080 estimuladas con PMA. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 vs
Trombina 0; #p < 0,05; ## p < 0,01 vs Trombina 0,04; § p < 0,05 vs Trombina 0,2 U/ml

ambas de alta virulencia. A las 72 horas de infeccion se mididé en los sobrenadantes de
cultivo la actividad MMP utilizando la técnica de zimografia.

En los sobrenadantes de las células HT1080 infectadas se observéd, al igual que en el
plasma de los ratones, un aumento de la actividad proMMP-2 y MMP-2 y una
disminuciéon de la actividad de la proMMP-9 respecto a la actividad en los sobrenadantes
de células no infectadas (Figura 11).
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Figura 9. Actividad MMP-9 de Polimorfonucleares Neutrofilos (PMN). A - C. Cuantificacién de la actividad
gelatinolitica de diferentes isoformas de MMP-9 liberada por PMN en 45 minutos en ausencia (C, barras
blancas) o en presencia de Tripomastigotes del clon Q501/3 (TC Q501/3, barras negras) en las
proporciones que se indican. Alternativamente los PMN fueron incubados con Citocalasina B (barras
grises) en ausencia (citoc, barras grises) o en presencia de TC Q501/3 (barras grises rayadas) en las
proporciones que se indican (barras grises rayadas). D. Zimografia representativa de la actividad MMP-9
de PMN.

Anadlisis de factores de virulencia de Trypanosoma cruzi asociados a la
modulacién de las Metaloproteasas

Analisis de la participacion de la trans-sialidasa in vivo

Los resultados obtenidos durante la infeccién murina con parasitos pertenecientes a
distintos UDTs y con diferente capacidad de virulencia nos permitié determinar que en la
fase aguda, las cepas de alta virulencia inducen un aumento significativo en los niveles
de MMP-2 circulantes. Estudios previos de nuestro laboratorio en los que se utilizaron las
mismas poblaciones parasitarias demostraron que un factor de virulencia, la trans-
sialidasa (TS), participa de algunas de las alteraciones observadas en esta fase tales

como trombocitopenia, involucion timica y desorganizacion de la histoarquitectura del
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Figura 10. Citometria de flujo de Polimorfonucleares Neutréfilos (PMN). A, C y E. Histogramas de
fluorescencia de CD11b, L- selectina y CD66b. Control de isotipo = linea gris clara; PMN control = linea
gris oscuro; PMN coincubados con TC Q501/3 = negro. B, D y F. Valores de la Mediana de Fluorescencia
(MF + CV) de CD11b, L-selectina y CD66b respectivamente de PMN control (C, barras blancas) o
coincubados con TC Q501/3 (barras negras) a distintos tiempos (ver Materiales y Métodos). * p < 0,05.

bazo, timo y ganglio (Risso y col. 2004; Tribulatti y col. 2005; Risso y col. 2007). Estos
resultados se obtuvieron administrando rTS a ratones naive o utilizando un anticuerpo
neutralizante de la actividad TS en circulacién durante la fase aguda de la infeccion
(Risso, Pitcovsky et al. 2007). Nos propusimos analizar si la actividad de TS podria estar
relacionada con las variaciones de los niveles de MMPs plasmaticas observadas en la
fase aguda de la infeccion. Para ello administramos rTSa, rTSi o una proteina irrelevante
como control, a dos cepas de ratones (BALB/c y C57BI/6) que presentan diferente
susceptibilidad a la infeccion por T. cruzi Ensayamos distintas concentraciones de

/
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Figura 11. Actividad de MMP-2 y MMP-9 en los sobrenadantes de cultivo de HT1080. A. Cuantificacion de
la actividad MMP-2 (latente y activa) y MMP-9 (latente y activa) detectada en los sobrenadantes de las
células HT1080 a las 48 hs de cultivo en ausencia (NI, barras blancas) o en presencia de TC Q501/3 0 TC
Cvd (barras negras). B. Zimografia representativa de los sobrenadantes de cultivo de HT1080 tratadas
como se indica en la figura. * p < 0,05; ** p < 0,01.

proteina y distintos tiempos de tratamiento (5 y 16 horas). Independientemente de las
condiciones ensayadas y en ambas cepas de ratén, observamos que rTSa indujo un
aumento de la actividad plasmatica de la forma latente de MMP-2 mientras que rTSi no
tuvo ningun efecto en la actividad de ninguna de las MMPs analizadas (Figura 12 C y D).
No observamos variaciones entre los tratamientos en la actividad de MMP-2 ni de
proMMP-9 (Figura 12).

También analizamos, en el contexto de la infeccién, la relacion de TS con la induccién
de MMPs utilizando el anticuerpo monoclonal neutralizante de la actividad TS (MabNt). A
los ratones infectados con la cepa Tulahuén se les transfirio el MabNt desde los 7 dpi y

iy



>

1.00+

1.00+
_[_

Actividad MMP-2
(Unidades arbitrarias)
o o o o
o 38 ) [4)] ~l
o [4;] o w
1 1 1
Actividad MMP-2
(Unidades arbitrarias)
o o o
(3% (9] ~J
(4] o w
1 1 1

' 0.00
3] 2 2 2 o 2 b2
w [Ts] © w0 gg
,{TS © - ©
i B & & &
C = D =
1.00- 1.00-
o @ (754 & 0754 @
o - e
S5 -~ L5
33 33
i 050 a® (.50
338 38
= o
=8 -— 8 -
8 5 0.25 25 0254
0.00 T T 0.00 T
3] 2 2 2 8} 2 2
wn wn [{a] wn (s}
2 & = & =
= = @ = i
E F
1.00- 1.00+
® @ 0754 9 & 0754
28075 28
= ss
33 T 33 T
S ® 0504 . 4 ® 050
o ® o
@ @ © .g
= <
= x = B
85 0.25- 85 0.25-
0.00H— r 0.00 .
(s} 2 2 2 0 2 2
e} wn [(e] w [(e]
@ & & 3 ©
= kB P i g
G H

- proMMP-2 — =
—~ MMP-2 ———

rTSi rTSa C rTSa

Figura 12. Actividad de MMP-2 y MMP-9 plasmatica. Cuantificacion de la actividad gelatinolitica de MMP-
2 plasmatica de ratones A. BALB/c y B. C57BI; proMMP-2 plasmatica en ratones C. BALB/c y D. C57BI/6
y proMMP-9 plasmatica en ratones E. BALB/c y F. C57BI/6 luego de distintos tiempo post-administracion
(segun se indica) de rTS activa (rTSa), inactiva (rTSi, solamente en ratones BALB/c) o buffer (Control). G
y H. Zimografias representativas del plasma de ratones BALB/c (G) y C57BI/6 (H) tratados segun se
indica en la figura. ** p < 0,01.




se continud a lo largo de toda la fase aguda. El grupo control recibié sobrenadante de
cultivo sp20. A los 15 dpi se evalu6 la actividad plasmatica de MMPs por zimografia. La
actividad plasmatica de proMMP-2 y MMP-2 aumenté en los ratones infectados respecto
a los ratones no infectados en concordancia a lo observado previamente. Sin embargo, el
tratamiento con MabNt fue incapaz de revertir dicho aumento (Figura 13). La actividad de
proMMP-9 plasmatica de los ratones infectados disminuyé significativamente en ambos
grupos de infectados sin diferencias significativas entre ellos (Figura 13).
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Figura 13. Actividad de MMP-2 y MMP-9 plasmatica en ratones infectados con la cepa Tulahuén y
transferidos con MabNt. A. Cuantificacion a los 15 dpi. Ratones no infectados (NI, barras blancas).
Ratones infectados control (IC, barras grises) Ratones infectados transferidos con anticuerpo
neutralizante de la actividad TS (MabNt, barras grises rayadas). B. Zimografias representativas del
plasma de ratones normales e infectados * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Andlisis de la participacion de la trans-sialidasa in vitro

Considerando los resultados obtenidos in vivo mediante la administracion de rTSa
decidimos analizar los mecanismos asociados en la modulacién de las MMPs observada.
Para ellos utilizamos cultivos de la linea celular HT1080 que fueron tratadas con rTS
activa, inactiva o con BSA como control y se midié la actividad MMPs por zimografia en
los sobrenadantes de cultivo. Observamos que el tratamiento con rTS activa indujo un
aumento significativo en la actividad de MMP-2 respecto del control y de rTS inactiva
(Figura 14 A y E). Sin embargo la actividad de la proMMP-2, la de MMP-9 y la de
proMMP-9 no mostraron diferencias entre los tratamientos (Figura 14 B - E). Dado que
TS hidroliza y transfiere acido sialico especificamente en configuracion «2,3 nos
propusimos discriminar cual de las dos actividades esta involucrada en el aumento de la
actividad MMP-2. Para ello tratamos las células con: 1) rTSa en presencia de lactitol
(Lact), que actua como un inhibidor competitivo de la transferencia de acido sidlico, 2)
rTSa en presencia de o2,3-sialilactosa (02,3SL), que es un dador de acido siadlico
especifico para TS y 3) rTSa en presencia de o2,6-sialilactosa (a2,6SL), un dador de
acido sidlico inespecifico para TS. Se observd que el tratamiento con Lact + rTSa induce
un aumento de la actividad MMP-2 respecto a su control correspondiente (Figura 15 Ay E).
Por lo tanto, la inhibicion de la transferencia de &cido sialico no previene el aumento de la
actividad MMP-2 inducido por rTSa. Sin embargo en las células incubadas con el dador
especifico, la actividad MMP-2 permanecié en los mismos niveles que el control mientras
que al tratar las células con el dador inespecifico nuevamente se observa el aumento de la
actividad de MMP-2 (Figura 15 A y E). Ningun tratamiento mostré variaciones significativas
de los niveles de actividad de proMMP-2 ni de las distintas formas de MMP-9 (Figuras 15 B
- E). Los resultados presentados muestran que el efecto observado esta relacionado con la
hidrélisis de &cido sidlico y no con su transferencia entre moléculas de la superficie celular.
Nos propusimos entonces, estudiar si neuraminidasas de especies bacterianas serian
capaces de inducir el mismo efecto. Para ello tratamos a las células HT1080 con
neuraminidasas de Salmonella typhimurium (Neu Sal, hidroliza preferentemente &cido
sialico en configuraciéon «2,3) o de Clostridium perfringens (Neu Clost hidroliza
preferentemente acido sidlico en configuracién a2,3 y también en 02,6 y 02,8) y medimos
la actividad MMP por zimografia en los sobrenadantes de cultivo. Observamos que los
tratamientos con ambas neuraminidasas fueron capaces de inducir un aumento de la
actividad de MMP-2 (Figura 16 Ay E).
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Figura 15. Actividad de MMP-2 y MMP-9 en los sobrenadantes de HT1080 tratados con trans-sialidasa. A
— D. Cuantificacion de la actividad MMP-2 (latente y activa) y MMP-9 (latente y activa) detectada en los
sobrenadantes de HT1080 tratadas con BSA (C), 2,3 sialilactosa (02,3 SL), a2,6 sialilactosa (02,6 SL) o
Lactitol (Lact) en presencia o ausencia de TS recombinante activa (rTSa). E. Zimografia representativa de
los sobrenadantes de HT1080 tratadas como se indica en la figura. * p < 0,05 ** p < 0,01 vs C; ## p < 0,01
vs. los respectivos controles; §§ p < 0,01 vs. 02,3 SL + rTSa.

Ademas, la desialidacion con Neu Clost de las células HT1080 indujo un aumento en los
sobrenadantes de cultivo de la actividad de proMMP-2 (Figura 16 B y E), pero ninguna de
las dos neuraminidasas modifico la actividad de ningunas de las formas de MMP-9
(Figura16 Cy E).

Se sabe que el estado de sialidacién de la superficie celular tiene profundas
implicancias en el gatillado de senales (Varki y Schauer 2009). Teniendo en cuenta

nuestras observaciones, nos propusimos indagar en algunas de las vias de sefializacion
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Figura 16. Actividad de MMP-2 y MMP-9 en los sobrenadantes de cultivo de HT1080 tratados con
neuraminidasas. A — D. Cuantificacion de la actividad MMP-2 (latente y activa) y MMP-9 (latente y activa)
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Zimografia representativa de los sobrenadantes de HT1080 tratadas como se indica en la figura. ** p <
0,01 versus C.

o




que podrian activarse como consecuencia de los cambios en la sialidacién de las
moléculas de superficie. Para ello ensayamos la rTSa y las neuraminidasas utilizando
inhibidores de diferentes vias de senalizacion involucradas en la regulacién de las MMPs
(Liu y col. 2002; Ruhul Amin y col. 2003; Xie y col. 2004; Park y Han 2009).

Respecto a la actividad MMP en los sobrenadantes de células HT1080 tratados con
rTSa en presencia o ausencia del inhibidor de src kinasas (PP2) (Zhang y col.)
observamos que el inhibidor no modificé los niveles de MMP-2 respecto a los inducidos
por rTSa (Figura 17 Ay E). No observamos diferencias en la actividad de proMMP-2 ni de
ninguna de las formas de MMP-9 con ninguno de los tratamientos (Figura 17 B - E).

Los cultivos fueron tratados con un inhibidor de PKC (Celeritrina) (Xie y col. 2003) y
observamos que, en presencia del inhibidor, rTSa no fue capaz de inducir el aumento en
la actividad de MMP-2 que se observé en la incubacion con rTSa sola (Figura 18 Ay E).
Dado que la inhibicién con la Celeritrina bloquea el aumento de actividad de MMP-2
mediado por la desialidacién por rTSa (Figura 18 A y E), analizamos si el mismo efecto
inducido por las neuraminidasas bacterianas también se veria afectado por este inhibidor.
La presencia de la Celeritrina en la incubacion de las células HT1080 con las
neuraminidasas bloque6 el aumento de MMP-2 observado cuando se incubé a las células
con Neu Sal o Neu Clos solamente (Figura 18 A y E). No observamos diferencias
significativas en la actividad de proMMP-2 ni de ninguna de las formas de MMP-9 en los
tratamientos ensayados, excepto el aumento en la actividad de proMMP-2 que ya
habiamos descripto cuando las células fueron tratadas con Neu Clos (Figura 18 B - E).

La Proteina Kinasa C gatilla distintas vias de senalizacion (NFkB; MAPK, JNK, etc)
(Xie y col. 1994; Hanahan y Weinberg 2000). Por ello nos propusimos estudiar rio abajo
al menos en la cascada de sefalizacién de las MAPK utilizando U0126, un inhibidor de
ERK1/2 (Ruhul Amin y col. 2003). Cuando las células HT1080 fueron incubadas en
presencia de rTSa, Neu Sal o Neu Clos se observo con los tres tratamientos un aumento
significativo de la actividad de MMP-2 en los sobrenadantes de cultivo respecto al control
(Figura 19 A'y E). Cuando se realiz6 la incubacién de las enzimas en presencia de U0126
los niveles de actividad de MMP-2 permanecieron similares a los del control (Figura 19 A
y E). Como lo describieron otros autores (Kim y col. 2007) en presencia de U0126
aumenta la actividad de proMMP-2 respecto al control. Sin embargo no se registraron
diferencias de este aumento en los tratamientos del inhibidor combinado con rTSa o Neu
Clos (Figura 19B). No hubo diferencias significativas en la actividad de ninguna de las
formas de MMP-9 para ninguno de los tratamientos (Figuras 19 C y E).
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Figura 17. Andlisis de las vias de sefalizacion A-D. Cuantificacion de la actividad MMP-2 (latente y
activa) y MMP-9 (latente y activa) detectada en los sobrenadantes de HT1080 tratadas segun se indica
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Figura 18. Andlisis de las vias de sefalizacién A-D. Cuantificaciéon de la actividad MMP-2 (latente y
activa) y MMP-9 (latente y activa) detectada en los sobrenadantes de HT1080 tratadas segun se indica
con BSA (C, barras blancas), TS recombinante activa (rTSa barras gris oscuro), inhibidor de PKC
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los sobrenadantes de HT1080 tratadas como se indica en la figura. * p < 0,05; ** p < 0,01 vs Control, #p <
0,05 ##p < 0,01 vs. cada tratamiento combinado con Celeritrina.




>
w

1.00— 1.00-

uo126
uo126
TSa

Neu Sal
Neu Clost

Actividad MMP-2
(Unidades arbitrarias)
o o o o
=) N o ~
(=] w (=] w
1 1 1
iw
-
U0126 + Neu Sal Eq
*
Actividad praMMP-2
(Unidades arbitrarias)
o o o o
o ] o -~
o (4} o o
L L 1
1
-
o
.
% ¥
*

Neu Sal
U0126 + Neu Clost

u0126 + 1TSa

Neu Clost

U0126 + Neu Clost
u0126 + 1TSa
U0126 + Neu Sal

1.00- 1.00+

Actividad MMP-9
(Unidades arbitrarias)
o o o o
(=] N w -~
(=] ()] o W
1L L L
uo126
U0126 + rTSa
Neu Sal
U0126 + Neu Sal .—;
Neu Clost
U0126 + Neu Clost
Actividad proMMP-9
(Unidades arbitrarias)
o o o o
o »n o =]
o (53] o wn
1 L 1
1
o126 H
|
MSa
U0126 +1TSa
Neu Sal
U0126 + Neu Sal ‘,
Neu Clost
U0126 + Neu Clost

e prOMMP-Q
-~ MMP-9

—~~—— proMMP-2
—~— MMP-2

E
O LI Ol Ll

rTSa u0126+ Neu Sal  U0126+ C U0126+ Neu Clost
rTSa Neu Sal Neu Clost
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Discusion

Las metaloproteasas (MMPs) constituyen una familia de endopeptidasas involucradas
en la remodelacién tisular en procesos fisiol6gicos y patoldégicos. Ademas participan de
la liberacién y la activacién de citoquinas unidas a elementos de la matriz extracelular
(MEC) y estan involucradas en el proceso de migracién leucocitaria (Sternlicht y Werb
2001). En una revisién bibliogréafica reciente se detalla el particular rol de MMP-2 y
MMP-9 en las enfermedades producidas por protozoarios poniendo de relevancia su
contribucién al flujo de leucocitos, la inmunopatologia y el dafio colateral a los tejidos en
esas patologias (Geurts y col. 2012).

En el presente trabajo nos propusimos evaluar el perfii de MMPs del huésped
empleando diferentes cepas de T. cruzi que inducen 90-100% de mortalidad de los
animales (alta virulencia) o una infeccion cronica con una letalidad entre 0-20% (baja
virulencia). Observamos que, durante la fase aguda, solamente las cepas de T. cruzi de
alta virulencia indujeron un aumento de la actividad de MMP-2 plasmatica latente y activa
respecto a los animales no infectados. Los niveles de MMP-2 plasmatica que indujeron
las cepas de baja virulencia permanecieron en valores similares a los animales no
infectados en la etapa aguda y la etapa crénica (hasta los 150 dias post infeccion (dpi)).
Coincidentemente con los resultados obtenidos por zimografia, utilizando western blot
observamos que las cepas de alta virulencia inducen un aumento de la expresion de

MMP-2 respecto a los no infectados.

En relaciéon a la actividad de MMP-9, observamos que ambos grupos de cepas
indujeron una disminucion significativa de la actividad de proMMP-9 plasmatica respecto
al control durante la fase aguda de la infeccién, aunque las cepas de alta virulencia
mostraron una disminucion mas drastica. Este efecto fue transiente en los animales
infectados con parasitos de baja virulencia al igual que la cinética que siguen otros
fendbmenos evaluados hasta alcanzar la fase crénica (Alba Soto y col. 2003; Risso y col.
2004). Se realizaron numerosos intentos para detectar por WB a la MMP-9, pero no se
observé reactividad del anticuerpo especifico en las muestras de plasma probablemente
debido a la baja sensibilidad de esta técnica en comparacion con la zimografia

(Descamps y col. 2002).

Considerando los resultados obtenidos en circulacién en la etapa aguda se profundizé
el estudio de la modulacién de las MMPs en la infeccion con T. cruzi a través del andlisis
de la actividad MMP-2 y -9 en los érganos de los ratones infectados en forma
independiente con una cepa y un clon de alta virulencia (Cvd y Q501/3 respectivamente).

En concordancia con nuestros resultados obtenidos en circulacion, se observo un
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aumento de la actividad MMP-2 latente y activa extraida del timo, del higado y de los
ganglios de los animales infectados respecto a la actividad en esos 6rganos en los
animales no infectados. Cuando se analiz6 la actividad MMP-9 observamos una
disminucion significativa en los ganglios de los animales infectados respecto a los no
infectados. Sin embargo, en el higado y el timo se registré un aumento significativo de la
actividad MMP-9 respecto a los controles.

Entre las funciones clasicas de las MMPs se encuentran su capacidad como
mediadoras de la inflamacion (Sternlicht y Werb 2001). En este sentido, el aumento de la
actividad y de la expresién de MMP-2 sérica y tisular en los ratones infectados con cepas
de alta virulencia se enmarca dentro del estado inflamatorio generalizado caracteristico
de la infeccion con estas cepas de T. cruzi y que se refleja en el aumento de TNFa en
plasma que observamos por ELISA en este trabajo y que también fueron descriptos por
otros autores (Tarleton 1988; Holscher y col. 2000; Tosello Boari y col. 2012). Ademas, el
incremento esta MMP podria correlacionarse con la apoptosis y el dafio en los tejidos
(Davis y col. 2000; Vu y Werb 2000) durante la etapa aguda de la infeccién con T. cruzi
previamente descriptos con las mismas cepas de alta virulencia utilizadas en este trabajo
(Risso y col. 2004; Risso y col. 2007). La actividad migratoria y la liberacién de citoquinas
inflamatorias por MMPs (Sternlicht y Werb 2001) podrian asociarse a la miocarditis aguda
y al daio tisular generalizado inducido por T. cruzi (Risso y col. 2004; Risso y col. 2007;
Cutrullis y col. 2009).

Dado que las células endoteliales son problaciones en contacto directo con los
tripomastigotes sanguineos (Tanowitz y col. 1990), el incremento de los niveles de MMP-
2 circulante podria deberse a un aumento en el volcado a circulacion de esta MMP desde
el lecho vascular activado por la presencia del parasito. En la infeccion aguda murina se
describié una intensa vasculitis generalizada y las células endoteliales infectadas
mostraron un aumento de NFkB y de la liberacibn de NO, Endotelina-1 y de otros
péptidos vasoactivos relacionados al aumento de actividad de esta MMP (Tanowitz y col.
1992a; Fernandez-Patron y col. 2000; Petkova y col. 2001; Nagajyothi y col. 2006).
Ademas, el dafo producido en el endotelio por el parasito produce fenédmenos de
isquemia tisular (Rossi y Ramos 1996; Rossi 1997) que también podrian inducir el
aumento de MMP-2 circulante (Tyagi y col. 1993; Cheung y col. 2000). En otras
patologias que, al igual que en la infeccién con T. cruzi, estan caracterizadas por una
miocarditis aguda se observo un aumento de la actividad de MMP-2 en el tejido cardiaco
y se describi6 que MMP-2 participa en la degradacion de moléculas intracelulares
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involucradas en la contractilidad de los cardiomiocitos tales como Troponina | (Tnl) y la
cadena liviana de Miosina (Chow y col. 2007).

Nuestros resultados son los primeros que informan de la disminucién de la actividad
de MMP-9 en la infeccion murina aguda con T. cruzi. Con relacion a infecciones
bacterianas, se observd en un modelo murino con deplecion del gen de MMP-9 que la
deficiencia de esta MMP esta asociada a inflamacion de alta severidad y a una menor
capacidad de clearence de Staphilococcus aureus (Calander y col. 2006). En este
sentido, se ha descripto que un superantigeno de Staphilococcus aureus inhibe la
actividad de MMP-9 de PMN humanos disminuyendo la extravasacion, alterando asi la
respuesta de primera linea de defensa bacteriana y facilitando el establecimiento de la
infeccion (ltoh y col. 2010). La disminucién de la actividad de MMP-9 también fue
descripta en otros modelos de enfermedades virales y bacterianas (Yeo y col. 1999;
Straat y col. 2009). Dado que la actividad MMP-9 jugaria un rol critico en la activacién de
Linfocitos T (LT) CD4 y CD8 (Benson y col. 2011), la disminucién de la actividad MMP-9
que observamos en nuestro trabajo en 6rganos linfoides secundarios (OLS) podria
asociarse a la inmunomodulacién en la respuesta de LT en la infeccion con T. cruzi
(Padilla 'y col. 2009).

Respecto a los mecanismos de modulacion de la actividad MMP-9 se describi6 in vitro
que tanto IFN-y y B como IL-10 e IL-4 inducen una disminucién de la actividad de esta
MMP en macro6fagos (Shapiro y col. 1990; Lacraz y col. 1995), mientras que los niveles
de NO inducen una modulacion bifasica de la forma latente de MMP-9 (Ridnour y col.
2007; Shin y col. 2007). Se ha observado que T. cruzi induce, tanto in vivo como in vitro,
aumento de los niveles de IL-10, IL-4, IFNy y también del NO (Cardillo y col. 1996;
Rottenberg y col. 1996; Zhang y Tarleton 1996; Roggero y col. 2002; Planelles y col.
2003; Alba Soto y col. 2010); niveles que podrian estar relacionados con la disminucion
de MMP-9 detectada en la fase aguda como en los ensayos en cultivos celulares. El
aumento de -2 macroglobulina plasmatica durante la infeccion experimental aguda con
T. cruzi (De Souza y col. 2008) podria ser otro mecanismo asociado a la disminucién de
la actividad plasmatica de MMP-9 ya que la a-2 macroglobulina es el principal inhibidor
endégeno de esta MMP en los fluidos corporales (Sottrup-densen y Birkedal-Hansen
1989; Baker y col. 2002).

La deplecion de timocitos y el infiltrado linfocitario observado en la fase aguda de la
infeccion con T. cruzi (Savino y col. 1989; Risso y col. 2004) fueron asociados, entre otros
factores, a alteraciones en la migracién intratimica y periférica de LT, probablemente
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relacionada a cambios en la composicién y a la disfuncién de la MEC y a la liberacion de
quimioatractantes que representa un contexto en el que podrian estar involucradas las
MMPs (Savino y col. 2002). En este sentido se ha comunicado que la induccién de
apoptosis de timocitos se acompana de un aumento de la actividad de la MMP-9 de los
macréfagos timicos (Odaka y col. 2005). El aumento de la actividad MMP-9 en extractos
de timo de ratones infectados con las cepas de alta virulencia que observamos en este
trabajo podria estar asociado a los fendmenos de deplecién timica por apoptosis inducida
durante la infeccién aguda (Mucci y col. 2002; Roggero y col. 2002; Risso y col. 2004).

En el presente trabajo reportamos un aumento de la actividad MMP-2 y MMP-9
hepatica que podria asociarse a la liberacion de citoquinas proinflamatorias, del infiltrado
leucocitario y de la apoptosis y la necrosis descriptas en este tejido en la etapa aguda de
la infeccion (Duthie y col. 2005; Carrera-Silva y col. 2008; Carrera-Silva y col. 2010).

En relacion a la modulacién de MMPs en otras infecciones parasitarias se describié la
capacidad de Leishmania chagasi de aumentar los niveles de MMP-2 y MMP-9 circulante
en perros infectados (Melo y col. 2011). La infeccion humana por Plasmodium falciparum
no evidencié variaciones de los niveles séricos de MMP-9 (Dietmann y col. 2008)
mientras que en modelos experimentales se observé un aumento de la actividad de esta
MMP en el cerebro y en el higado de los animales infectados (Van den Steen y col.
2006). En la neurocisticercosis humana se relacioné la actividad sérica de MMP-2 y
MMP-9 de los pacientes con la progresién de la enfermedad (Verma 'y col. 2011).

Los tripomastigotes de T. cruzi de cepas de alta virulencia fueron capaces de
aumentar la actividad de la forma latente y activa de MMP-2 a pesar que su expresion
esta muy poco regulada y que es muy dificil inducir variaciones de sus niveles de
actividad (Sternlicht y Werb 2001). Ademas los parasitos de alta virulencia produjeron un
efecto extremo en la disminucion de la actividad de MMP-9. Este perfil bipolar de la
actividad de MMP-2 y MMP-9 observado podria estar asociado a la degradacion de
diferentes sustratos de la MEC (Opdenakker y col. 2001) o a la regulacién diferencial que
tienen estas dos gelatinasas (Xie y col. 2004) dependiendo del tejido considerado (Yan y
Boyd 2007). Otra hipétesis es que el aumento de los niveles de MMP-2 y la disminucion
de los de MMP-9 sean el reflejo de una cinética diferente en la liberacion de estas MMPs
(Chen y col. 2005).

El desarrollo de este trabajo se realizé6 en un modelo murino de infeccién, sin embargo
en funcién de los antecedentes de la participacion de MMP-2 en cardiopatias humanas
(Chow y col. 2007; Lin y col. 2009) analizamos el perfil de actividad de MMPs circulantes
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en 6 sueros de donantes voluntarios sanos y de 6 pacientes con cardiopatia chagasica
cronica. Observamos que tanto la actividad MMP-2 como la de MMP-9 fue
significativamente mayor en el suero de los pacientes con enfermedad de Chagas
respecto a los donantes sanos. Estos resultados constituyen un antecedente interesante
para futuros estudios de mayor envergadura y una posible aplicacién al
diagnostico/prondstico de la cardiopatia chagasica ya que los niveles séricos de MMP-2
son utilizados como marcador predictivo en la falla cardiaca en humanos (Lin y col. 2009)

La relevancia de la participacion de las MMPs en la infecciones por protozoarios llevd,
recientemente, a proponerlas como posibles blancos terapéuticos (Geurts y col. 2012).
Nuestro trabajo constituye la primer descripcion de la asociacion de la virulencia
diferencial de aislamientos de T. cruzi incluidos en diferentes UDT y el perfil de MMPs

circulantes y de érganos en el huésped murino.

Analisis de las poblaciones involucradas

Durante el desarrollo de la tesis nos focalizamos en analizar las poblaciones

circulantes que podrian estar asociadas a las alteraciones de las MMPs plasmatica.

Las plaquetas son una poblaciéon afectada por T. cruzi que podria presentar la
actividad de MMPs alterada , ya que la liberacion de MMP-2 de las plaguetas esta
involucrada en el proceso de agregacién plaquetaria (Sawicki y col. 1997). Durante la
infeccién se observd un aumento en la agregacion y, asociados al endotelio activado, la
formacién de trombos plaquetarios involucrados en la inflamacion de la microvasculatura
coronaria (Tanowitz y col. 1990; Petkova y col. 2001). Ademas, en presencia de
tripomastigotes las plaquetas se activan ya que participan de la lisis de las formas
sanguineas del parasito en presencia de suero inmune anti T. cruzi y de la proteina C3
del sistema complemento (Umekita y Mota 1989). Otro fendmeno relacionado con esta
poblacién celular es la marcada trombocitopenia observada en la etapa aguda de la
infeccion con T. cruzi (Cardoso y Brener 1980; Marcondes y col. 2000; Tribulatti y col.
2005). Resultados anteriores de nuestro grupo demostraron in vivo que la trans-sialidasa
(TS) de T. cruzi esta involucrada en la trombocitopenia como consecuencia de la
remocién de acido sialico de la superficie de las plaquetas lo que conduce a su
eliminacion por las células de Kuppfer (Tribulatti y col. 2005).

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que, en las condiciones
ensayadas, la interaccion de tripomastigotes de cultivo de T. cruzi (TC) con plaquetas
humanas purificadas no tiene un efecto directo como agregante plaquetario ni actdan
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como agonista en la liberacién de MMP-2. Es decir, que los efectos pro-agregantes y
tromboplaquetarios de los parasitos de T. cruzi podrian deberse a efectos de la infeccion
sobre otras poblaciones celulares que, a través de la liberacién de citoquinas y otras
moléculas pro-inflamatorias afectarian a las plaguetas o directamente al reconocimiento
de parasito opsonizados via el FcR de las inmunoglobulinas. Dado que en el modelo
utilizado en el presente trabajo la coincubacién de las plaquetas con los parasitos fue a
tiempos muy cortos (5 minutos) y teniendo en cuenta que TS se libera al medio, es
posible que no se haya alcanzado una concentracion de TS adecuada para modificar
significativamente la sialidacién de la superficie plaquetaria. Por ello las plaquetas
humanas purificadas y tratadas con trombina fueron incubadas en presencia de rTS. Sin
embargo, tampoco se observaron diferencias en la actividad de MMP-2 respecto al
control reflejando la incapacidad de TS para inducir variaciones en la activacién de las
plaguetas. En este sentido previamente se comunicd que la desialidacion con una
neuraminidasa de la superficie plaquetaria no modificd los parametros de agregacion
plaguetaria en presencia de trombina como agonista (Ganguly y Fossett 1984).

Los Polimorfonucleares neutrofilos (PMN) son una de las fuentes de MMP-9 en el
plasma (Pugin y col. 1999) y hay diversos estimulos derivados de patégenos que pueden
inducir tanto la liberacion como la inhibicion de la actividad de esta gelatinasa que se
acumula en los granulos terciarios de los neutréfilos (Almkvist y col. 2001; Ehrenfeld y col.
2009; Itoh y col. 2010; Ehrentraut y col. 2011) y que es necesaria para que estas células
completen la migracién desde la circulacion hacia los tejidos (Van den Steen y col. 2001).
En este contexto estudiamos si el contacto in vitro de PMN humanos con TC de alta
virulencia podia influir en la liberacion de MMP-9, la Unica gelatinasa descripta en los
neutréfilos (Opdenakker y col. 2001). En nuestro modelo observamos que la coincubacion
a distintos tiempos y con distintas proporciones parasito/PMN ensayadas no modificé
significativamente la actividad de ninguna de las formas de MMP-9 en los sobrenadantes
de los cocultivos. En este trabajo describimos que la actividad MMP-9 esta disminuida en
el plasma de los ratones infectados, por ese motivo evaluamos también si los TC eran
capaces de modular la liberacion de MMP-9 de los PMN humanos en presencia de
citocalasina B, agonista de la liberacién de esta MMP (Schettler y col. 1991). Sin embargo
tampoco observamos diferencias en la actividad gelatinasa respecto a la de los PMN

control.

En paralelo, analizamos el estado de activacibn de los PMN evaluando el
comportamiento en la expresion de las moléculas CD66b, L-selectina y CD11b por
citometria de flujo. De estos tres marcadores, solamente CD66b se comporté como se
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predice para un PMN activado (Kuijpers y col. 1992). Respecto a la liberacion de la L-
selectina, si bien fue estadisticamente significativa, no llegé a completarse totalmente
como se describié en PMN humanos utilizando los ligandos especificos de TLR-2 y TLR-
4 (los mismos que reconocen los PAMPs de los tripomastigotes de T. cruzi) (Hayashi y
col. 2003). La mediana de fluorescencia (MF) de CD11b permanecié sin cambios en los
PMN coincubados con los TC, aunque en este tratamiento observamos la aparicion de
una subpoblacién de PMN con menor MF para este marcador asociado al reciclaje de
esta molécula que estaria reflejando la activacion de los PMN (Sheikh y Nash 1996;
Anderson y col. 2000).

En sintesis, en presencia de los TC de T. cruzilos PMN se activarian parcialmente ya
que no modifican los niveles de liberacion de MMP-9 ni de la L-selectina de la manera
esperada (Delclaux y col. 1996; Pugin y col. 1999; Hayashi y col. 2003), es decir que
habria cierta modulacion negativa del parasito sobre los PMN. En el mismo sentido, otros
autores describieron en el modelo murino una supresion en la activacion de poblaciones
celulares del sistema inmune tales como macroéfagos y células dendriticas, estrategia que
le permitiria al parasito favorecer su establecimiento en el huésped (Planelles y col. 2003;
Poncini y col. 2008).

En su camino para expandir la infeccion, los tripomastigotes de T. cruzi infectan
diversos tipos celulares entre los que se encuentran los fibroblastos (Geurts y col. 2012).
Es conocida la participacion de los fibroblastos cardiacos en la regulacion de la MEC
fisiolégica asi como en respuesta a estrés (Turner y Porter 2012), por ejemplo la
liberacion de MMP-2 en injuria tisular cardiaca. (Vanhoutte y col. 2006). Por ello
empleamos un modelo de infeccion in vitro utilizando una linea celular derivada de un
fibrosarcoma humano (HT1080). En el medio condicionado de las células infectadas con
las cepas de alta virulencia observamos un aumento de la actividad de proMMP-2 y
MMP-2 y una disminucién de la actividad de proMMP-9. Estos resultados concuerdan con
el comportamiento de estas MMPs en el plasma y los OLS de los ratones infectados con
cepas de alta virulencia y demuestran que T. cruzi es capaz de alterar los niveles de
actividad de la MMP-2 y MMP-9.

Analisis de la participacion de la actividad de {rans-sialidasa en la
modulaciéon de MMPs del huésped

La TS es un factor de virulencia de T. cruzi (Chuenkova y Pereira 1995; Leguizamon y
col. 1999; Risso y col. 2004; Risso y col. 2007) que esta involucrada en diversos

%

-7



mecanismos de patogenia del parasito: apoptosis de células del sistema inmune en
diferentes érganos (Leguizamon y col. 1999; Mucci y col. 2002) y también en la induccion
de trombocitopenia (Tribulatti y col. 2005). Risso y colaboradores, trabajando con las
mismas cepas de alta virulencia empleadas en este trabajo, demostraron que
expresan/liberan mayor cantidad de TS respecto a las cepas de baja virulencia. Por lo
tanto nos preguntamos si podria haber una asociaciéon entre TS y la regulacion de las
MMPs que observamos en la infeccion in vivo e in vitro. Mediante la administracion de TS
recombinante, estudiamos la modulaciéon in vivo de las MMPs. Observamos que la
capacidad de inducir un aumento de la actividad de la proMMP-2 plasmatica murina esta
relacionada con la movilizacion de acido sialico. Estos resultados se obtuvieron tanto en

cepas de ratones susceptibles como resistentes a la infeccion con T. cruzi.

Teniendo en cuenta el conjunto de los resultados podemos concluir que la actividad
TS participa de la modulacién de MMP-2 circulante observada durante la infeccién aguda.
Es destacable que la actividad de TS permanece en circulacion durante toda la etapa
temprana de la infeccion (Leguizamon y col. 1994b) teniendo, por lo tanto, acceso a
diferentes tejidos y 6rganos (Risso y col. 2004).

El aumento de la actividad de proMMP-2 plasmatica en los animales tratados con TS
podria explicarse teniendo en cuenta que la movilizacion de &cido sidlico aumenta la
interaccion de las LDL plasmaticas con la MEC en la intima y la media (Camejo y col.
1985; Sobenin y col. 2011), evento que constituiria el estimulo pro-inflamatorio necesario
para la liberacion de MMP-2 (Rajavashisth y col. 1999a; Rajavashisth y col. 1999b).

Otra asociacion entre la sialidacién y la actividad gelatinasa fue descripta en células de
musculo liso vascular en la que se observo que la sobreexpresion de Neu3, una de las
cuatro neuraminidasas de mamiferos, tiene un efecto inhibitorio en la expresion de MMP-
9 (Moon y col. 2007). Ademas refiriéndonos especificamente al grado de sialidacién de
MMPs, varios autores (Van den Steen y col. 2001; Itoh y col. 2010) describieron, en
ensayos bioquimicos, que el tratamiento de MMP-9 con una neuraminidasa bacteriana
relaja la union a TIMP-1 y por lo tanto se observan diferencias en los pardmetros
cinéticos de la actividad gelatinolitica cuando se la compara con la MMP-9 que posee su

sialidacion nativa.

En sintesis, existen evidencias para afirmar que los cambios en la sialidacion, tanto a
nivel celular como de accién directa sobre las proteinas, influyen en la regulacién de la
actividad de MMPs.
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Con el fin de analizar los mecanismos involucrados en la modulacién de MMPs por
parte de la TS, utilizamos el cultivo de células HT1080. Observamos que la actividad de
TS fue capaz de inducir aumentos significativos de MMP-2 y no de MMP-9

Estas alteraciones estan ligadas a su actividad enzimatica ya que rTSi fue incapaz de
inducir variaciones tanto en MMP-2 como en MMP-9. Mediante el uso de un inhibidor
competitivo y un dador especifico de &cido sialico pudimos discriminar que la hidrélisis de
acido sidlico y no su transferencia es la responsable de la induccién del aumento de
MMP-2 que observamos. Este mecanismo patogénico podria extenderse a otros
organismos ya que en el tratamiento con neuraminidasas bacterianas (Salmonella
typhimurium y Clostridium perfringens) también indujeron un aumento de la actividad de

MMP-2 respecto al control en el mismo modelo.

Nuestros hallazgos constituyen la primera evidencia de que una enzima de origen
protozoario, la TS de T. cruzi modula in vitro e in vivo la actividad de MMP-2 a través de
su actividad neuraminidasa. De este modo, la accién de TS como factor de virulencia en
la alteracién en el perfil de MMP-2 circulante en la patogenia de la infeccion con T. cruzi
podrian relacionarse con las consecuencias descriptas anteriormente que van desde las
acciones pro-inflamatorias clasicas de las MMPs (Sternlicht y Werb 2001) hasta su accion
intracelular que podria inducir el clivaje de moléculas asociadas a la induccién de

miocarditis aguda (Chow y col. 2007).

Trabajando con inhibidores especificos de vias de transduccion de senales indagamos
cuales podrian estar relacionadas al aumento de la actividad MMP-2 en los ensayos con
rTSa o con las neuraminidasas bacterianas. Al incubar las células con los diferentes
tratamientos en nuestro sistema observamos que la presencia de un inhibidor de PKC o
de un inhibidor de ERK1/2 previene del aumento de la actividad de MMP-2 inducido por la
desialidacién de moléculas de la superficie celular mediada tanto por rTSa como por las

neuraminidasas bacterianas ensayadas.

Es interesante destacar que, utilizando otros estimulos que aumentan la actividad de
MMP-2, otros autores observaron, coincidentemente con nuestros resultados, que la
inhibicién de PKC o de ERK1/2 interrumpe el incremento de la actividad de MMP-2 (Xie y
col. 2004; Kim y col. 2007). Nuestros resultados indican que las vias estarian
relacionadas a la senalizacién e induccion de MMP-2 inducidas por las neuraminidasas
empleadas.

Diferentes autores sefalan que el acido sialico esta involucrado en procesos de

transduccién de sefal, adhesion celular y en la interaccion célula-célula (Varki y Schauer
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2009). Mucci y colaboradores (Mucci y col. 2006) propusieron que la deplecidén timica
esta relacionada con la sialidacién de CD43 por la TS (Mucci y col. 2005; Mucci y col.
2006). Mas recientemente en nuestro grupo, mediante el uso de azidosialico, combinando
MALDI-TOF y western blot se han identificado un conjunto de glicoproteinas (CD45,
CD98 e integrinas) que actuan como aceptoras de acido sialico mediado por la actividad
TS (Muia y col. 2010).

Especificamente en vias de sefalizacion, se describié en una linea celular que la TS,
mediante su actividad neuraminidasa, es capaz de actuar sobre receptores tirosin kinasa
de membrana que se internalizan e inician una cascada de sefalizacion (Woronowicz y
col. 2004). Ademas de las modificaciones en la sialidacion por TS, se describié que la
neuraminidasa de mamiferos Neu1 hidroliza el acido sidlico en configuracion a2,3 del
receptor tipo Toll 4 y que este paso es esencial para su activacion y sefializacién celular
tanto en cultivos primarios como en lineas celulares de macréfagos. Ademas los autores
demostraron que el agregado exdégeno de TS de T. cruzi o de neuraminidasa de
Streptoccocus pneoumoniae indujeron el mismo efecto en el TLR4 y en la induccién de la
transduccién de sefal por la via de NFKB (Amith y col. 2010). También se demostrd en
DC derivadas de monocitos humanos estimuladas con LPS que la liberacion de
citoquinas inflamatorias depende de la actividad de la neuraminidasa de mamiferos Neu3,
reafirmando la idea de que la desialidacién de receptores tipo Toll o de gangliosidos de
membrana estan involucrados en la transduccién de sefnales hacia el interior de la célula
(Stamatos y col. 2010).

Considerados globalmente nuestros resultados presentan una descripcién del
comportamiento de las MMPs en la etapa aguda de la infeccién con T. cruzi en ratones y
en algunas poblaciones celulares humanas. De lo presentado en este trabajo se
desprende que, durante la infeccién aguda con aquellas cepas que poseen una mayor
liberacion/liberaciéon de TS (Risso y col. 2004) se observa un aumento de la actividad de
MMP-2. Este aumento estaria asociado al estado inflamatorio generalizado que vimos
reflejado en el aumento de TNFa plasmatico y a las lesiones tisulares descriptas
anteriormente por nuestro grupo (Risso y col. 2004; Risso y col. 2007). In vitro, en una
linea celular humana, determinamos que la actividad neuraminidasa de TS de T. cruzi
estaria involucrada, al menos en parte, en el aumento de MMP-2 a través de vias de
sefalizacién que involucran a MAPK y a PKC y observamos el mismo fenédmeno con
neuraminidasas de origen bacteriano. Estos resultados sugieren que estos patégenos

estarian mimetizando un mecanismo semejante al de las neuraminidasas de células de
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mamiferos para el gatillado de vias de transduccion de sefal. Es detacable que, in vivo,
pudimos reproducir el mismo fendémeno de induccién de actividad de MMP-2 plasmatica

al inocular rTS activa en ratones.
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Conclusiones

En una primera etapa del Trabajo de Tesis Doctoral abordamos el andlisis de las
poblaciones linfocitarias que podrian ser afectadas por la actividad de TS, factor de
virulencia que induce apoptosis celular y alteracion de la histoarquitectura de 6rganos
linfoides durante la fase aguda de la infeccion murina. Para ello empleamos dos

estrategias:

Mediante ensayos de neutralizacion in vivo de la actividad TS en la etapa aguda
analizamos las poblaciones linfocitarias de bazo utilizando citometria de flujo y pudimos

concluir que:

e Los animales infectados presentaron parametros coherentes con
el proceso infeccioso desencadenado por T. cruzi, tales como la
esplenomegalia, alteraciones en las poblaciones de LB inmaduros y
aumento de LB maduros, LT CD8" y CD4" y LB CG a lo largo de
todo el periodo analizado.

En este mismo modelo, el andlisis de la expresion de receptores de quimioquinas en
poblaciones linfocitarias del bazo nos permitié describir por primera vez que:

e Los LT CD4" expresan el balance adecuado de receptores de
quimioquinas relacionados con la migracién hacia el borde LB/LT.

e Se observa un aumento en la proporcion de LT CD4" capacitados
para la migracion hacia el foliculo.

e Los LB expresan un balance de receptores de quimioquinas que

los retiene en el foliculo.

e Se observa una disminucién de la proporcion de LB habilitados
para la migracién hacia el borde LB/LT.

e El tratamiento de neutralizacion de la actividad TS en los
animales infectados no modificé las alteraciones observadas en el
balance de receptores de quimioquinas, no revirtié los desoérdenes,
ni mostré una proteccién diferencial en las poblaciones linfocitarias
evaluadas. Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante las
estrategias mencionadas permiten concluir que la TS no participaria

de los eventos analizados.
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Mediante un modelo de estimulacién de la respuesta inmune murina con un antigeno
definido, analizamos si la actividad de rTS era capaz de bloquear el montaje de dicha
respuesta. Nuestros resultados demuestran que:

e El tratamiento con rTS en los animales estimulados no modifica el
namero de LT CD4+ activados respecto al de los animales

estimulados sin tratar.

e Los animales estimulados sin tratar poseen CG mas grandes que
los de los ratones naive. Sin embargo los animales estimulados
tratados con rTS poseen CG de un tamano intermedio entre los

ratones naivey los ratones estimulados sin tratar.

En sintesis, en esta primera parte concluimos que mediante todo el
esfuerzo realizado utilizando dos abordajes diferentes no fue
posible identificar y caracterizar las poblaciones y mecanismos
involucrados en los desordenes inmunoldgicos inducidos por TS
durante la infeccién. Estos estudios si hos permitieron observar, por
primera vez la modulacion de la expresién de moléculas asociadas
a la migracion linfocitaria, que podrian ser responsables, al menos
en parte, de la alteracion de los foliculos inducidos en la fase
aguda.

En la segunda etapa del trabajo de Tesis Doctoral analizamos la capacidad de T. cruzi
de modular las MMPs del huésped, dada la relevancia que han adquirido recientemente
en procesos infeccioso. Para ello empleamos cepas y clones parasitarios que inducen
infecciébn aguda o cronica, dependiendo de su virulencia en el modelo murino.

Observamos que:

e La capacidad de modular la expresion de MMPs del huésped es
dependiente de la virulencia de la poblacion involucrada en la

infeccién.

e Solamente las cepas de T. cruzi de alta virulencia inducen un

aumento de la actividad de MMP-2 circulante en la fase aguda.
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e Ambos grupos de cepas inducen una disminucién significativa de
la actividad de MMP-9 plasmatica aunque las cepas de alta

virulencia lo hacen de forma mas acentuada.

e Las cepas de alta virulencia inducen un aumento de la MMP-2 y
de la MMP-9 del timo y del higado. En los ganglios de los animales
infectados se observa un perfil de actividad de MMP-2 y MMP-9

similar al plasmatico.

e Los estudios in vitro empleando células humanas, permiten
concluir que la modulacién varia segun las células empleadas. En
fibroblastos humanos infectados por los pardsitos mas virulentos se
reprodujo lo observado in vivo, mientras que en las plaquetas y los
PMN no se indujo la alteracion de los patrones de MMPs.

e El hallazgo de la modulacién de MMPs circulantes por parte de
T.cruzi es original y podria contribuir, en el futuro, para analizar su
importancia como marcadores de prondstico de la enfermedad

humana.

e El andlisis realizado para identificar factores de virulencia
asociados a la modulacion de MMPs por parte de T. cruzi, nos
permitio identificar que la actividad de TS esta asociada a la

modulacion de MMP-2 in vivo e in vitro.

e Las cepas de alta virulencia que describimos aqui como
responsables del aumento de MMP-2 en la fase aguda, son las
cepas que expresan/liberan alta actividad de TS en circulacién en la
etapa aguda. Estos estudios nos permitieron en su conjunto
describir un papel novedoso de este factor de virulencia en los
desoérdenes inducidos por T. cruzi en la fase aguda.

e Los estudios orientados a analizar los mecanismos involucrados
en la induccion de MMPs por parte de la actividad de TS, nos
permité describir que la desialidacidn de moléculas de superficie
esta relacionada con la induccion del aumento de MMP-2 al menos
por dos vias de transduccion de sefial (PKC y MAPK). Mas aun,

pudimos detectar que este mecanismo se extiende a otros
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patégenos, cuyas neuraminidasas también modulan la expresion de
MMPs. Este hallazgo es novedoso e interesante ya que sugiere que
estos patogenos estarian “mimetizando” la accion de
neuraminidasas de células de mamiferos generando de esta forma

alteraciones que pueden contribuir a la patogenia del huésped.
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