po * OF * Bugy,
/°" FACUTTIAD -\
CIENCIAS EXACTAS %
) YNATURALES .

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Quimica Bioldgica

Modulacidn por el fenofibrato de la respuesta inflamatoria y la
patologia cardiaca en ratones infectados con Trypanosoma

cruzi: mecanismos dependientes e independientes de IL-10

Tesis presentada para optar al titulo de Doctora de la Universidad de Buenos Aires

en el area Quimica Bioldgica

Lic. Maria Jimena Rada

Directora de tesis: Dra. Nora Beatriz Goren
Director Adjunto de tesis: Dr. Gerardo Ariel Mirkin

Consejero de Estudios: Dr. Norberto Zwirner

Lugar de trabajo:
Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM). UBA - CONICET.
Instituto de Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y SIDA (INBIRS). UBA - CONICET.

Buenos Aires, 2024



DEDICATORIA

A Luchi vy Orli



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a todas las personas que me acompanaron en esta montana rusa de
emociones, de desafios, de aprendizaje y crecimiento personal y profesional.

A todos los que trabajaron y trabajan en los dos institutos donde realicé mi doctorado:
INBIRS e IMPAM. Gracias!

A mis directores Nora y Gerardo, gracias por incorporarme al grupo de trabajo y por
ayudar a formarme en el ambito cientifico. Por su paciencia. Gracias a mis companeros
de grupo, por guiarme en los primeros dias y por la compaiiia a lo largo de estos afios.
A todas las personas que colaboraron con el trabajo de tesis, miles de gracias!

A todos los becarios con los que comparti. Por las charlas, las risas, por acompanarnos,
por los mates. Y en especial a los que hoy tengo la suerte de llamar amigos.

A mis amigos, los que estan cerca y los que estan desparramados por el mundo.
Gracias por el aliento, el apoyo, los consejos y por caminar a mi lado. Los adoro.

A mi grupo de trabajo en CASASCO, gracias por haber compartido dos afios de trabajo,
y por su apoyo. Por los almuerzos mas llenos de risas que tuve!.

A mi familia, por ser incondicional. No hay palabras que alcancen para describir mi
agradecimiento con ustedes. En especial a mis viejos, gracias!!!. Los amo.

A Daniel, mi compafiero de vida. Gracias por tu compaiiia y amor.

Gracias a todos!



RESUMEN

Modulacion por el fenofibrato de la respuesta inflamatoria y la patologia cardiaca en
ratones infectados con Trypanosoma cruzi: mecanismos dependientes e

independientes de IL-10

La enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), es la principal causa de
miocardiopatia dilatada en América. Durante la fase crdnica, la persistencia parasitaria y el
intenso infiltrado inflamatorio inducen, progresivamente, la remodelacién cardiaca que afecta
de forma severa la funcionalidad del corazén en, aproximadamente, un 30% de los pacientes.
Frente a la infeccidn se desencadena una respuesta inmune tanto innata como adaptativa que
apuntan al control de la carga parasitaria, en tejidos solidos y sangre periférica. Sin embargo,
estos mecanismos no evitan la persistencia parasitaria ni sus consecuencias.

Los receptores activados por factores de proliferacién peroxisomal a (PPARa) son factores de
transcripcidon dependientes de ligandos que intervienen en la homeostasis lipidica y en la

regulacion de procesos inflamatorios modulando la producciéon de mediadores inflamatorios.

En este trabajo de tesis se evaluaron los efectos de fenofibrato, un ligando sintético de PPARq,
en la modulacién de la respuesta inflamatoria frente a la infeccion con T. cruzi con la
perspectiva de evitar o limitar el dafio cardiaco, al ser empleado como coadyuvante de la
terapia parasiticida clasica. Para llevar a cabo la primera parte de este trabajo se utilizé un
modelo de infeccidon desarrollado en nuestro laboratorio con dos cepas de T. cruzi de distinta
virulencia (modelo de infeccidn mixta, en ratones BALB/c) que reproduce algunas
caracteristicas clinicas de la etapa crdnica sintomatica de la enfermedad.

Los resultados de la primera parte mostraron que la infeccion induce un aumento de
mediadores pro-inflamatorios en tejido cardiaco y linfoide y a nivel sistémico, y que
fenofibrato es capaz de inhibir dicho aumento. Ademas, evaluamos el porcentaje de células T
reguladoras (Treg) y la expresion de su marcador FOXP3, en tejido linfoide y en tejido cardiaco.
Determinamos que ni la infeccidn ni el tratamiento tuvieron impacto sobre el porcentaje de
linfocitos T CD4* CD25* CD39* CD73* FOXP3* de tejido linfoide o sobre la expresién de FOXP3
en corazén y bazo. Asimismo, basandonos en que existe un balance entre las células Treg y las
células T helper 17 (Th17), evaluamos la expresién de RORyt, factor de transcripcion que
caracteriza a los linfocitos Th17. La expresion de éste aumento con la infeccion y fue modulado

por fenofibrato.

Se ha descrito que la citoquina anti-inflamatoria interleuquina 10 (IL-10), juega un rol

fundamental en la resolucion de procesos inflamatorios. En el modelo en estudio observamos
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que la infeccién promueve el aumento de la expresion de esta citoquina y de su receptor en el
corazdn, y que fenofibrato potencia ain mds dicho incremento. Asimismo, en el corazén se
observé que fenofibrato aumentd la expresién de marcadores de perfil reparador (M2) en
macrofagos. Los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento con fenofibrato mejora la
funcionalidad cardiaca, fendmeno asociado a la modulacién de la respuesta inflamatoria frente
a T. cruzi, promoviendo un perfil reparador en el corazén.

En base a estos resultados, nos propusimos evaluar el rol de IL-10 en los efectos de
fenofibrato, sobre la modulacién de la respuesta inmune, y la remodelacién y funcionalidad
cardiaca frente a la infeccion con T. cruzi. Se utilizaron ratones BALB/c modificados
genéticamente o knockout para IL-10 (IL-10 KO), y ratones BALB/c wild type (WT) como
control. Se evalud la tasa de supervivencia de los ratones IL-10 KO frente a la infeccion mixta y
determinamos que esta disminuyé drasticamente luego de la infeccidn con la segunda cepa de
T. cruzi, sugiriendo que la segunda infecciéon promueve un perfil altamente inflamatorio, en
ausencia de IL-10, que no es resuelto por otros mecanismos moduladores de la inflamacién. A
partir de estos resultados, decidimos infectar los ratones IL-10 KO y los WT (como control) solo
con el clon K98 de la cepa CA-l de baja virulencia. En este modelo de infeccién pudimos
observar que los ratones IL-10 KO son capaces de tolerar la infeccién, sobreviviendo a la
misma, aunque desarrollando patologia cardiaca evidenciada por la disminucidon de
parametros de la funcién ventricular. En este modelo, los resultados ecocardiograficos
mostraron que el tratamiento con fenofibrato restaura la funcién ventricular.

La infeccidn con T. cruzi indujo un infiltrado inflamatorio en el tejido cardiaco de ratones IL-10
KO, promoviendo a su vez un aumento de marcadores de perfil M2. Sin embargo, el
tratamiento con fenofibrato no fue capaz de reducir el infiltrado inflamatorio ni de potenciar
aun mas la expresiéon de los marcadores M2. Mas aun, la infeccidn generd areas con signos de
fibrosis en el tejido cardiaco, acompanados por el aumento de la relacién peso del corazén y
peso corporal y de la expresion de TGFp. Significativamente, el fenofibrato fue capaz de
revertir estos efectos en ratones IL-10 KO.

En el mismo modelo evaluamos la expresion de mediadores pro-inflamatorios tanto en
corazén como a nivel sistémico. La infeccion provocé un aumento de los mediadores en el
tejido y a nivel sistémico en ratones IL-10 KO, que fueron inhibidos por el tratamiento con
fenofibrato. También se evalué la actividad de la creatina kinasa (CK) en suero, enzima
indicadora de injuria cardiaca. Este estudio revelé que el tratamiento con fenofibrato fue capaz
de revertir el aumento de esta enzima provocado por la infeccidn en ratones IL-10 KO.

Al igual que en el modelo de infeccién mixta decidimos evaluar la expresion de RORyt y FOXP3.

Los resultados mostraron que, al igual que en el modelo de infecciéon mixta, la expresion de
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FOXP3 no es alterada ni por la infeccion ni por fenofibrato, en tanto que la expresién de RORyt
aumenta con la infeccidn y el fenofibrato logra inhibirla.

En cuanto a los ratones WT, utilizados como control, observamos que la infeccién no alterd los
pardmetros cardiacos, por lo cual inferimos que no provocd disfuncién ventricular. Los
resultados de la segunda parte de la tesis mostraron que la IL-10 es esencial para la
modulacién de los infiltrados inflamatorios en el tejido cardiaco y para la expresién de
marcadores M2. Por el contrario, el fenofibrato es capaz de revertir la disfuncién ventricular y
modular la expresidn de mediadores pro-inflamatorios, la actividad de CK, la expresion de
RORyt y la fibrosis en ausencia de IL-10.

En conjunto los resultados demuestran que el fenofibrato reduce o inhibe la expresién de
mediadores pro-inflamatorios a nivel tisular y sistémico; también de modula el perfil Th17
mediante la inhibicidn de la expresién de RORyt, IL-6 y TGFB, aun en ausencia de IL-10.

En sintesis, el fenofibrato ejerce sus efectos de manera dependiente e independiente de IL-10,
para promover una mejora en la funcionalidad cardiaca frente a la infeccién por T. cruzi.

El conocimiento mas profundo de los mecanismos de accidn de fenofibrato podria contribuir al
desarrollo de estrategias terapéuticas que, en conjunto con tratamiento tripanocida, limiten la
inflamacién exacerbada responsable, al menos en parte, de la disfuncidon cardiaca que

acompafia a la enfermedad de Chagas crénica en un nimero significativo de pacientes.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, fenofibrato, IL-10, Cardiopatia Chagasica, respuesta

inflamatoria, ratones IL-10 KO.



ABSTRACT

Modulation of the inflammatory response and cardiac pathology by fenofibrate in
mice infected with Trypanosoma cruzi: I1L-10 dependent and independent

mechanisms

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi (T. cruzi), is the main cause of dilated
cardiomyopathy in Latin America. During the chronic phase, parasitic persistence and intense
inflammatory infiltrates progressively induce cardiac remodeling, that severely affects heart
function in approximately 30% of patients.

In the face of infection, an innate and adaptive immune response is triggered that aims to
control the parasite load in tissues and peripheral blood. However, these mechanisms neither
prevent parasite persistence nor its consequences.

Peroxisomal proliferation-activated receptors a (PPARa) are ligand-dependent transcription
factors involved in lipid homeostasis and in the regulation of inflammatory processes by

modulating the production of inflammatory mediators.

In this thesis, the effects of fenofibrate, a synthetic ligand of PPARq, in the modulation of the
inflammatory response against infection with T. cruzi were evaluated with the perspective of
avoiding or limiting cardiac damage, when used as an adjuvant of classical parasiticide therapy.
To carry out the first part of this work, an infection model developed in our laboratory with two
strains of T. cruzi of different virulence (mixed infection model, in BALB/c mice) was used,
which reproduces some of the clinical characteristics of the symptomatic chronic disease stage.
The results of the first part showed that the infection induces an increase in pro-inflammatory
mediators in cardiac and lymphoid tissue and at the systemic level, and that fenofibrate is
capable of inhibiting this increase. In addition, we evaluated the percentage of Treg cells and
the expression of their marker FOXP3, in cardiac and lymphoid tissues. Neither infection nor
treatment had an impact on the percentage of CD4* CD25* CD39* CD73* FOXP3* T cells in
lymphoid tissue or on FOXP3 expression in the heart. Likewise, based on the fact that there is a
balance between Treg cells and T helper 17 (Th17) cells, we evaluated the expression of RORyt,
a transcription factor that characterizes Thl7 lymphocytes. Its expression increased with

infection and was modulated by fenofibrate.

It has been described that the anti-inflammatory cytokine interleukin 10 (IL-10) plays a
fundamental role in the resolution of inflammatory processes. In the model under study, we

observed that the infection promotes an increase in the expression of this cytokine and its
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receptor in the heart, and that fenofibrate enhances this increase even more. Similarly, we
observed that fenofibrate increased the expression of reparative profile markers (M2) in
macrophages, in the heart. The results obtained suggest that treatment with fenofibrate
improves cardiac functionality, a phenomenon associated with the modulation of the
inflammatory response against T. cruzi, promoting a reparative profile in the heart.

Based on these results, we sought to evaluate the role of IL-10 in the effects of fenofibrate on
the modulation of the immune response, and cardiac remodeling and function upon T. cruzi
infection. Genetically modified or IL-10 knockout (IL-10 KO) BALB/c mice while wild type (WT)
BALB/c mice were used as controls. The survival rate of IL-10 KO mice against mixed infection
was evaluated and we determined that it decreased drastically after infection with the second
strain of T. cruzi, suggesting that the second infection promotes a highly inflammatory profile,
in the absence of IL-10, which is not resolved by other mechanisms that modulate
inflammation. Therefore, we decided to infect IL-10 KO and syngeneic WT mice (as control)
only with the low virulence strain CA-I clone K98. In this infection model, we observed that IL-
10 KO mice are capable of enduring the infection, surviving, but still developing cardiac
pathology evidenced by the decrease in ventricular function parameters. In this model,
echocardiographic results showed that fenofibrate treatment restores ventricular function.
Infection with T. cruzi induced inflammatory infiltrates in heart tissue of IL-10 KO mice, in turn
promoting an increase in M2 profile markers. However, treatment with fenofibrate was unable
to reduce the inflammatory infiltrate or further enhance the expression of M2 markers.
Furthermore, the infection generated areas with signs of fibrosis in the cardiac tissue,
accompanied by an increase in the heart weight to body weight ratio and in the expression of

TGFB. Significantly, fenofibrate was able to reverse these effects in IL-10 KO mice.

In the same model we evaluated the expression of pro-inflammatory mediators both in the
heart and at the systemic level. Infection caused an increase in tissue and systemic mediators
in IL-10 KO mice, which were inhibited by fenofibrate treatment. Serum creatine kinase (CK)
activity, an enzyme indicative of cardiac injury, was also evaluated. This study revealed that
fenofibrate treatment was able to reverse the increase of this enzyme, caused by the infection
in IL-10 KO mice.

As in the mixed infection model, we decided to evaluate the expression of RORyt and FOXP3.
The results showed that, as in the mixed infection model, the expression of FOXP3 is not
altered by the infection or by fenofibrate treatment, while the expression of RORyt increases
with the infection and fenofibrate manages to inhibit it. Regarding the WT mice, used as

control, we observed that the infection did not alter the cardiac parameters, whereby we infer
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that it did not cause ventricular dysfunction. The results of the second part of the thesis
showed that IL-10 is essential for the modulation of inflammatory infiltrates in cardiac tissue
and for the expression of M2 markers. In contrast, fenofibrate can reverse ventricular
dysfunction and module the expression of pro-inflammatory mediators, CK activity, RORyt
expression, and fibrosis in the absence of IL-10. Altogether, these results show that fenofibrate
reduces or inhibits the expression of pro-inflammatory mediators at the tissue and systemic
levels; it also modulates the Th17 profile by inhibiting the expression of RORyt, IL-6 and TGFp,
even in the absence of IL-10. In short, fenofibrate exerts its effects in an IL-10-dependent and -
independent manner, to promote an improvement in cardiac function against T. cruzi infection.
A deeper understanding of the mechanisms of action of fenofibrate could contribute to the
development of therapeutic strategies that, together with trypanocidal treatment, limit the
exacerbated inflammation responsible, at least in part, for the cardiac dysfunction that

accompanies chronic Chagas disease in a significant number of patients.

Key words: Trypanosoma cruzi, fenofibrate, 1L-10, Chagas heart disease, inflammatory

response.
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1. Enfermedad de Chagas

1.1. Caracteristicas generales

La enfermedad de Chagas, conocida también como tripanosomiasis americana, es una
enfermedad sistémica y crénica causada por la infeccién con el pardsito protozoario
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Esta patologia es transmitida por varias especies de insectos
triatominos hematdéfagos (vulgarmente conocidos como vinchucas) y sostenida por reservorios
mamiferos entre los que se encuentra el ser humano, sobre todo en dareas endémicas
(Echeverria et al. 2019).

La enfermedad de Chagas, el vector y el agente etioldgico fueron descriptos por el médico e
investigador Carlos Chagas en 1909 (Chagas 1909). En 1926 el médico argentino Salvador
Mazza describié la magnitud de la dispersidn de la endemia en Argentina, Bolivia y Paraguay.

El control del vector es el método mas utilizado para evitar la transmisidn. En este sentido el
analisis de sangre es importante para evitarla en caso de transfusidn sanguinea o un trasplante
de drgano, asi como también el andlisis y el diagndstico en embarazadas y nifios son medidas
de control de la infecciéon y transmisién (https://www.who.int/news-room/questions-and-

answers/item/chagas-disease)

1.2. Agente etioldgico

Trypanosoma cruzi es un parasito intracelular perteneciente al orden Kinetoplastida, grupo
ampliamente distribuido de protozoos que poseen uno o dos flagelos y una estructura
morfolégica distinguible: el kinetoplasto (condensacion de ADN, ADNKk).

1.2.1. Morfologia y ciclo de vida

T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo que involucra la alternancia entre dos
hospedadores, un mamifero y un insecto triatomino. El protozoario sufre cambios bioldgicos
para poder adaptarse al ambiente de cada uno de sus hospedadores, presentando tres
estadios morfoldgicos con caracteristicas estructurales y metabdlicas propias. El amastigote es
una forma replicativa, que puede o no ser infectiva, no posee flagelo libre y el kinetoplasto se
encuentra cerca del nucleo (Fig. 1). El epimastigote es la forma replicativa no infectiva, el
kinetoplasto tiene una ubicacion central anterior al nucleo; el flagelo emerge del medio del
parasito formando una membrana ondulante (Fig. 1). El tripomastigote es la forma infectiva no
replicativa, el kinetoplasto es posterior al nucleo y el flagelo sale de la parte posterior del
pardsito y se une a la membrana conformando una estructura ondulante (Fig. 1).


https://www.who.int/news-room/questions-and-answers/item/chagas-disease
https://www.who.int/news-room/questions-and-answers/item/chagas-disease
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Amastigote Epimastigote Tripomastigote
Fig. 1: Morfologia de Trypanosoma cruzi.

El ciclo de infeccidén de T. cruzi tiene lugar una vez que el vector triatomino se alimenta de la
sangre de un hospedador mamifero infectado. Durante la ingesta de sangre succiona
tripomastigotes sanguineos (forma infectiva para el vector) que al llegar al intestino medio se
diferencian a epimastigotes (forma multiplicativa en el triatomino). Luego de varios ciclos de
multiplicacién por fision binaria migran al intestino posterior y se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos que serdn excretados en las heces del triatomino cuando realice la préxima
ingesta de alimento.

El ciclo en el hospedador mamifero ocurre cuando los tripomastigotes excretados en las heces
del insecto, ingresan a través de la herida provocada por la picadura u otras lesiones en piel o a
través de las mucosas provocando la infeccidn. Los parasitos invaden inmediatamente las
células del sitio de inoculacién. Los tripomastigotes son capaces de infectar una amplia
variedad de células nucleadas. Luego de ingresar a la célula, los tripomastigotes se diferencian
a amastigotes (forma multiplicativa) que se dividiran por fisién binaria durante varios ciclos.
Posteriormente, los amastigotes sufren la diferenciacion a tripomastigotes y la célula infectada
se lisa liberando los parasitos, que pueden invadir células vecinas o ingresar al torrente
circulatorio y diseminarse por el organismo hacia otros drganos y tejidos, invadiendo sus
células.

El ciclo de vida se completa cuando un vector se alimenta de un hospedador mamifero que
tiene tripomastigotes en su torrente sanguineo (Fig. 2).
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Fig. 2: Ciclo biolégico de  Trypanosoma  cruzi  (Fuente: CDC). Figura  adaptada de
https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/modules/Chagas_LifeCycle lg.jpg.
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1.2.2. Diversidad Bioldgica

T. cruzi es una especie con una gran variabilidad genética y fenotipica compuesta por
poblaciones heterogéneas que se encuentran circulando entre los distintos hospederos. Esta
gran diversidad se refleja en su morfologia, patrones de infeccién, grado de virulencia,
tropismo tisular, propiedades inmunolégicas, susceptibilidad a distintas drogas tripanocidas
(en modelos murinos) y su distribucion geografica (Zingales et al. 2009; Zingales et al. 2017).

El estudio y caracterizacidon de las formas sanguineas de T. cruzi aisladas de pacientes y
animales infectados dio lugar a su clasificacion en cepas diferentes en base a las caracteristicas
mencionadas anteriormente (Revollo et al. 1998; Martinez-Diaz et al. 2001; Buscaglia et al.
2003). Por consenso internacional, en el afo 1999, se propuso que la especie T. cruzi estuviera
constituida por dos grupos filogenéticos principales, determinados por marcadores
bioquimicos y moleculares, los que fueron denominados T. cruzi | y T. cruzi ll. Posteriormente
la heterogeneidad del segundo grupo permitié que se dividiera en 5 subgrupos denominados
T. cruzi |l a-e (Brisse et al. 2000).

En el afo 2009 durante la reunidén satélite (“Second Satellite Meeting”, Buzios, Brasil),
teniendo en cuenta nuevos estudios filogenéticos basados en patrones genéticos, marcadores
bioquimicos y moleculares se acordd un consenso para una nueva clasificacion de los linajes de
T. cruzi en 6 unidades discretas de tipificacion (UDTs) designadas como Tcl (correspondiente al
linaje T. cruzil) y Tcll a TcVI (correspondientes al linaje T. cruzi ll) (Zingales et al. 2009).


https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/modules/Chagas_LifeCycle_lg.jpg
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El comité planted que no se descarta el surgimiento de nuevas UDTs, tal como es el caso de
Tcbat que corresponde a un grupo de aislamientos del pardsito en murciélagos que exhibieron
una combinacién de genotipos distinta a las existentes en las 6 UDTs descriptas (Zingales et al.
2012).

DOMESTICO
SELVATICO

Fig. 3: Distribucion geogréfica de las UDTs de Trypanosoma cruzi y su asociacion con los ciclos de transmision

doméstico y selvatico. Adaptado de Zingales et al. 2012 (Zingales et al. 2012).

En este trabajo de tesis doctoral se utilizaron dos cepas de T. cruzi de dos UDTs distintas. La
cepa RA que pertenece a la UDT TcVl y el clon K98 de la cepa CA-I que pertenece a la UDT Tcl y
de acuerdo a la Iniciativa Genoma de Trypanosoma cruzi, son los Unicos genotipos aislados, es
decir obtenidos a partir de muestras de pacientes, en Argentina (Trypanosoma cruzi Genome
Initiative, 2000).

Cepa RA: se obtuvo originalmente de un paciente pedidtrico que cursaba la fase aguda de la
enfermedad (Gonzdlez Cappa et al. 1981). Forma parte de la UDT TcVI. Esta cepa se caracteriza
por ser altamente virulenta y letal en el modelo murino cuando se inocula por via
intraperitoneal con 500 o mas parasitos en una primoinfeccién. Es pantrdpica y, ademas, es
capaz de inducir anticuerpos liticos en ensayos in vitro (Muller et al. 1986; Celentano et al.
1993; Mirkin et al. 1997).

Cepa CA-l, Clon K98: la cepa CA-l fue obtenida originalmente de un paciente adulto con

miocardiopatia chagdsica cronica (Gonzalez Cappa et al. 1980). Forma parte de la UDT Tcl. El
clon K98 fue obtenido a partir de la cepa CA-l por la Dra. Celentano (Celentano et al. 1993).
Tanto la cepa como el clon son de baja virulencia. Ambos son miotrdpicos e inducen escasos
niveles de anticuerpos liticos (Muller et al. 1986; Celentano et al. 1993).

1.3 Epidemiologia

La infeccidn por T. cruzi es endémica en América Latina, asociada a factores climaticos y
socioecondmicos que favorecen, generalmente en areas rurales, la presencia del insecto
vector en el domicilio o peridomicilio (Nunes et al. 2013) (Fig. 4). De acuerdo a las estimaciones
realizadas por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) la enfermedad es endémica en 21 paises de América y afecta
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aproximadamente a 8 millones de personas, alrededor de entre 25 y 70 millones de personas
estan en riesgo de contagiarse y existen 30000 casos nuevos anuales por todas las vias de
infeccion (https://www.paho.org/es/temas/enfermedad-chagas,

https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-
trypanosomiasis)).

B Area endémica donde la interrupcién de la
transmisién no es un objetivo

[ Area endémica donde la transmisi6n vectorial
no se ha interrumpido

[ Area endémica donde la transmision esta cerca
de interrumpirse

[ Area donde el vector ha sido eliminado

[TJ Area donde la transmisién vectorial esta interrumpida
[ Area endémica sin evidencia de transmisién

[ Sin datos disponibles

Fig. 4: Mapa epidemioldgico de la transmision vectorial en América (adaptado de Pérez-Molina et al. 2018 (Pérez-

Molina et al. 2018).

Durante muchas décadas la enfermedad de Chagas se encontraba estrictamente en dreas
rurales. Sin embargo, debido a cambios en el estilo de vida por el éxodo rural, cambios socio-
econdmicos, deforestacidn y urbanizacidn se ha transformado el perfil epidemioldgico de la
infeccidn (https://www.who.int/news-room/g-a-detail/chagas-disease)

(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-

trypanosomiasis)). Ademas, debido a las migraciones, la enfermedad de Chagas ha sido llevada

hacia zonas no endémicas como América del Norte, algunos paises de Europa, Asia y Oceania.
En dichas regiones, en las cuales no hay transmisiéon vectorial, se ha convertido en una
importante tematica de salud merced a la transmision transfusional y congénita (Schmunis et
al. 2010; Traina et al. 2016; Antinori et al. 2017, Monge-Maillo et al. 2017).

1.4. Vias de transmision

Existen distintas vias de transmisidn de la infeccién por T. cruzi. La prevalencia e incidencia de
cada una, varia de acuerdo a la regién geografica y a los controles que se realizan sobre cada
una de ellas.


https://www.paho.org/es/temas/enfermedad-chagas
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis)
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis)
https://www.who.int/news-room/q-a-detail/chagas-disease
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis)
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis)
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1.4.1. Via vectorial

En dreas endémicas, la via predominante de transmisidn tanto a seres humanos como a otros
mamiferos es la vectorial.

Los insectos vectores pertenecen a la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, que posee
mads de 130 especies, pero solo algunas son vectores de T. cruzi y en Argentina se denominan
vulgarmente vinchucas (Gourbiere et al. 2012).

Se pueden distinguir tres ciclos de transmisién superpuestos con intervencion del vector: el
silvestre, el peridoméstico y el doméstico (Cardinal et al. 2008; Girtler et al. 2015).

El ciclo silvestre comprende la circulaciéon de los pardsitos entre los insectos vectores y los
reservorios silvestres (generalmente mamiferos de pequefio tamafio como roedores,
marsupiales, armadillos, entre otros).

El ciclo peridoméstico comprende a mamiferos (mamiferos de corral, perros, gatos, etc.) y aves
de corral que habitan en el peridomicilio y tienen contacto con el ser humano y sus viviendas.
Es importante mencionar que estas aves no se infectan debido al efecto refractario mediado
por el complemento, pero su sangre es fuente de alimentacion de los triatominos.

El ciclo doméstico comprende la infeccion del ser humano con T. cruzi y la consecuente
enfermedad de Chagas. Ademds, en este ciclo se incluye al perro, que mantiene alta
parasitemia por periodos de tiempo prolongados lo cual favorece la transmisién de pardsitos a
las personas.

Estos ciclos no ocurren uno aislado del otro, sino que pueden superponerse con distinta
frecuencia de acuerdo a las caracteristicas epidemioldgicas de cada lugar. Por ejemplo, cuando
hay una invasion ocasional de vectores en los domicilios.

El control vectorial ha sido el método mas util para controlar y prevenir la enfermedad de
Chagas en zonas endémicas, gracias a la implementacién de programas nacionales, de la OPS y
de la OMS para la interrupcidn de la via de transmisidn vectorial.

1.4.2. Via vertical o congénita

Esta via se refiere a la transmisién de una generacion a la siguiente, incluyendo la transmisidn
prenatal, perinatal y postnatal de parasitos vivos. En este caso el estadio responsable de la
infeccidon es el tripomastigote sanguineo. Invade placenta, se diferencia a amastigote, se
multiplica y vuelve a diferenciar a tripomastigote invadiendo la faz fetal de la placenta.

La transmisién congénita de T. cruzi puede ocurrir tanto en la fase aguda como en la crénica de
la infeccion materna (Carlier et al. 2012). Sin embargo, por causas epidemioldgicas, la amplia
mayoria de los casos ocurren cuando las gestantes cursan la fase crénica. Ademas, puede
ocurrir en embarazos subsiguientes y durante todo el periodo fértil de la mujer (Carlier et al.
2012; 2015).

Epidemiolégicamente se define la via de transmision vertical cuando un neonato nace de una
madre infectada y se detectan pardsitos al nacimiento o se detectan parasitos o anticuerpos
especificos de origen no materno vy las vias vectorial y transfusional pueden ser descartadas
(Carlier et al. 2015). Aun no existen medios para prevenir este tipo de transmision, ya que el
tratamiento farmacolégico de la gestante no se puede implementar por la fetotoxicidad de los
farmacos tripanocidas.
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1.4.3. Via transfusional

En la mayoria de los paises de Latino América, las transfusiones sanguineas son seguras, con
una cobertura del tamizado de sangre del 99% (Schmunis et al. 2005). Sin embargo, debido a
las migraciones hacia paises no endémicos se ha convertido en un problema de salud en estos
paises, donde es necesario aplicar un correcto tamizado de la sangre (Angheben et al. 2015).

El riesgo de contraer la enfermedad por esta via representa un 10-20% de los casos y depende
de varios factores como la concentracién de parasitos en sangre (Angheben et al. 2015) o
tejidos (Kransdorf et al. 2014) del donante y la cepa del parasito.

1.4.4. Transmision por trasplante de érganos

En dreas endémicas es obligatorio el control serolégico del donante y el receptor, para evitar
casos de transmisidn. En este caso, se presenta una problematica particular debido a la
inmunosupresion post-transplante del receptor si ocurre una transmisidn via trasplante de
organo (Kransdorf et al. 2014). Debido a esto, los pacientes trasplantados deben ser
monitoreados. En caso de que los pacientes desarrollen sintomas como presencia de pardsitos
en sangre (entre otros signos que se pueden presentar) se indica el tratamiento parasiticida.

El estadio responsable de la transmisién es el amastigote.

1.4.5. Via oral

En los ultimos afos se han reportado numerosos brotes de infeccion aguda por T. cruzi
causados por la ingestion de tripomastigotes metaciclicos presentes en el jugo de cafia o del
fruto de acai (Euterpe oleracea) u otros frutos de la region de Amazonia. La presencia de los
parasitos puede deberse a que la bebida se encuentre contaminada con heces de los
triatominos o incluso que durante la preparacién de la misma se hayan incorporado insectos
(Foligheddu et al. 2017). La infeccidn por via oral estd asociada a sintomas severos como fiebre
prolongada, miocarditis aguda, falla cardiaca y la mortalidad puede llegar a alcanzar al 33% de
los infectados (Shikanai-Yasuda et al. 2012).

1.5. Curso clinico de la enfermedad: Fases de la infeccidn

La enfermedad de Chagas es compleja, involucra diversos factores tanto del pardsito como del
hospedador, siendo relevantes en este ultimo, el estado de sistema inmune y los procesos
inflamatorios que se desarrollan como consecuencia de la respuesta a T. cruzi (Machado et al.
2012b; Pérez-Molina et al. 2018).

Clinicamente la enfermedad de Chagas tiene dos fases: aguda y crdnica, la ultima de las cuales
puede ser asintomatica o sintomatica, en algunos casos, luego de varios afios de infeccion.

La fase aguda dura aproximadamente 8 semanas. En esta etapa ocurren ciclos asincrénicos de
multiplicacién de los parasitos dentro de las células hospedadoras que luego se lisan y liberan
a los tripomastigotes que tienen la capacidad de infectar nuevas células (Bern et al. 2011;
Bonney et al. 2019). Los individuos infectados pueden cursar esta fase de forma asintomatica o
con sintomatologia leve y no especifica (fiebre, adenopatias, nauseas) lo que hace que
frecuentemente se confunda con alguna infeccién viral excepto que se presente un signo claro
de la infeccién como inflamacién en el sitio de la picadura del insecto (Chagoma de inoculaciéon
o signo de Romafia) (Rassi et al. 2010; Echeverria et al. 2019). En el 10% de los casos, se
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desarrolla una fase aguda severa, con sintomas como miocarditis, esplenomegalia,
meningoencefalitis, presentando una tasa de mortalidad del 0,25% al 0,50%, causada
principalmente por complicaciones a nivel cardiaco (Bern et al. 2011).

En la mayoria de los individuos infectados el sistema inmune logra controlar la parasitemia y
resolver espontdneamente las manifestaciones, aunque el parasito no es erradicado. Este
periodo se denomina fase crénica asintomatica, la cual se caracteriza por presentar una
parasitemia baja y por la deteccidon de anticuerpos IgG anti-antigenos de T. cruzi, sin signos
evidentes de enfermedad. Sin embargo, alrededor del 30% de los casos deriva en una fase
crénica sintomdtica con manifestaciones clinicas, aproximadamente a partir de los 10- 20 afios
de la primoinfeccién, siendo las principales la miocardiopatia y los megasindromes digestivos,
que pueden ocurrir separadamente o en simultdneo en un mismo paciente (Rassi et al. 2010;
Pérez-Molina et al. 2018). El corazén es el érgano mas frecuentemente afectado. Los pacientes
con enfermedad crdnica presentan estudios ecocardiograficos y electrocardiograficos
andémalos, caracteristicos de una miocarditis lenta y progresiva que deriva en dilatacion
ventricular e insuficiencia cardiaca crénica (Bocchi et al. 2017; Echeverria et al. 2019). Las
manifestaciones clinicas de la patologia son diversas, posiblemente debido a los distintos
mecanismos patogénicos que ocurren (Bona et al. 2018).

1.6. Cardiomiopatia Chagasica Crdnica

La Cardiomiopatia Chagdsica Crdnica (CCC) es una forma de cardiopatia dilatada en la cual se
presentan manifestaciones tempranas diversas como infiltrados inflamatorios focales o difusos
con predominio de células mononucleares, fibrosis progresiva, anomalias en el sistema de
conduccién y alteraciones en la motilidad del ventriculo izquierdo. Las manifestaciones clinicas
tardias incluyen el desarrollo de arritmias auriculares y ventriculares, disfuncién ventricular
izquierda, miocardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca congestiva (Rassi et al. 2010; Bonney
et al. 2019).

La infeccién por T. cruzi provoca la sintesis de gran cantidad y diversidad de citoquinas,
guemoquinas y enzimas pro-inflamatorias, incluyendo la enzima éxido nitrico sintasa 2 o NOS2
(Nitric Oxide Synthase 2, por sus siglas en inglés) y metaloproteasas lo cual resulta en procesos
de inflamacién y remodelacién cardiaca. Esto ha sido observado tanto en estudios en modelos
experimentales como en estudios en humanos (Araujo et al. 2011; Penas et al. 2013; Acevedo
et al. 2018).

Diversos factores asociados al dafio tisular, debido a la persistencia parasitaria, la inflamacion y
la fibrosis contribuyen al desarrollo de la CCC (Tanowitz et al. 2015). La remodelacion de la
matriz extracelular y la fibrosis provocan un aumento de la rigidez del miocardio. Ademds, se
presentan otros cambios morfoldgicos e histoldgicos en los corazones de los pacientes con
CCC, como adelgazamiento de las paredes ventriculares y trombos apicales. A su vez, hay una
destruccién generalizada de las células cardiacas, fibrosis difusa moderada o intensa e
infiltrado inflamatorio con predominio de células mononucleares (Marin-Neto et al. 2007;
Tanowitz et al. 2015; Bonney et al. 2019).

Los cambios estructurales y funcionales que sufre el corazén son de cardcter irreversible,
pudiendo conducir a la muerte del paciente (Machado et al. 2012a).

Diversos modelos experimentales han sido propuestos para reproducir las caracteristicas de la
patologia de la enfermedad de Chagas humana. En modelos caninos se han observado
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alteraciones electrocardiograficas o alteraciones de la funcidn sistélica o diastdlica (Andrade et
al. 1987; Cruz et al. 2016; Vitt et al. 2016). En cuanto a los modelos murinos se ha observado
que solo algunas cepas de ratdon infectadas con determinadas cepas de T. cruzi son
susceptibles al desarrollo de alguna patologia cardiaca. En estos estudios se reportan cambios
histoldgicos (Eickhoff et al. 2010), alteraciones ecocardiograficas y electrocardiograficas (Vilar-
Pereira et al. 2016).

La fase crénica de la enfermedad de Chagas representa, en parte, una reaccion lenta,
progresiva y ciclica debido a la presencia de pardsitos lo cual resulta finalmente en una
reaccion inflamatoria continua, a lo largo del tiempo. En varios casos de personas en fase
cronica, se ha demostrado por estudios de PCR e inmunohistoquimica la presencia de un bajo
numero de parasitos, fragmentos o antigenos parasitarios que serian estimulos para la
inflamacién persistente en los tejidos (Guedes et al. 2012; Rassi et al. 2007). Diferentes
estudios en humanos y en modelos animales apoyan esta idea, dado que indican que el
tratamiento tripanocida no elimina completamente los parasitos, lo cual apoyaria la hipétesis
de que subsisten estimulos que contribuyen a la reaccién inflamatoria (Bonney et al. 2019). Sin
embargo, la inflamacidn y la presencia de T. cruzi suelen no tener correlacién temporal, lo cual
sugiere que hay otros mecanismos que contribuyen a la respuesta inflamatoria exacerbada y
persistente. Cabe destacar que, aunque no se observen parasitos, esto no significa que no
persistan por algln tiempo antigenos parasitarios. Por ejemplo, Lewis et al. (Lewis et al. 2014)
utilizando parasitos luminiscentes demostraron que hay desarrollo de miocarditis en completa
ausencia de parasitismo cardiaco.

En este sentido, T. cruzi presenta diversos mecanismos de evasion de la inmunidad, desde la
alternancia entre formas intracelular y extracelular, a mecanismos de alteracién de la
respuesta del sistema de complemento y efectos sobre macréfagos, linfocitos T y linfocitos B
(Nardy et al. 2015; Cardillo et al. 2015; Acevedo et al. 2018).

En segundo lugar, los procesos inflamatorios son necesarios para proporcionar un adecuado
microambiente para controlar la infeccién. Sin embargo, la inflamacién sostenida en el tiempo
y exacerbada, es perjudicial para el tejido cardiaco (Rassi et al. 2010; Pérez-Molina et al. 2018;
Bonney et al. 2019).

1.7. Tratamiento etioldgico

Actualmente los tratamientos tripanocidas se basan en:

Nifurtimox ((RS)-N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2-furil) metanimina).
Sintetizado en 1952.

Benznidazol (2-nitroimidazol N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida). Sintetizado en 1968.
Ambas drogas son efectivas para reducir la carga parasitaria en la etapa aguda de la
enfermedad, en la transmisidn congénita y en nifios, sin embargo, estudios clinicos han
demostrado que son ineficaces para promover la mejoria clinica en adultos que transitan la
fase crénica de la infeccidn.

En los ultimos afios se han llevado a cabo ensayos clinicos sobre la eficacia de benznidazol en
el tratamiento de pacientes con cardiomiopatia crénica. BENEFIT (prospectivo, multicéntrico y
aleatorizado) y TRAENA (aleatorizado, doble ciego, fase Ill) son dos de los ensayos clinicos con
mayor relevancia. En el ensayo BENEFIT se determind que el tratamiento reduce ampliamente
la deteccién de parasitos en sangre, pero no logré mejorar significativamente el deterioro
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cardiaco de los pacientes (Morillo et al. 2015; Sociedad Argentina de Protozoloogia 2016;
Pérez-Molina et al. 2018).

Benznidazol es generalmente preferido al Nifurtimox probablemente porque tiene un mejor
perfil de tolerancia, mayor penetracion en los tejidos y probablemente mayor eficacia (Pérez-
Molina et al. 2018). Si bien se han descripto probables mecanismos de accion de esta droga en
ensayos in vitro como los realizados por Specker et al. (Specker et al. 2022), dicho mecanismo
no se ha podido explicar en su totalidad (Maya et al. 2007, Specker et al. 2022).

2. Inmunidad frente a la infeccidén por Trypanosoma cruzi

La evolucidn de la compleja interaccidon parasito-hospedadores es un proceso dindmico que
implica la activacidon de los mecanismos inmunes del hospedador para evitar la infeccién, y
cambios en el pardsito para evadir la respuesta inmune (Iwasaki et al. 2015).

2.1. Caracteristicas generales de la respuesta inmune

El sistema inmune esta constituido por diversos componentes que contribuyen a dos tipos de
respuesta, la innata y la adaptativa, con un alto grado de coordinacién y dinamismo entre ellas.
A su vez, cada una posee caracteristicas propias (Chaplin 2010).

Ante una infeccién, los diversos componentes del sistema inmune innato, tanto celulares como
humorales se activan rapidamente creando la primera linea de defensa para eliminar al
patdgeno. Sin embargo, en aquellos casos en los que no logran eliminar al microorganismo se
genera la respuesta adaptativa, que aunque demorada en su desarrollo posee mayor eficacia y
alta especificidad, lo cual le permite generar memoria inmune en caso de posibles
reinfecciones (Hillion et al. 2020).

2.1.1. Comportamiento de la respuesta inmune frente a la infeccion con T. cruzi en las fases

aguda y cronica asintomdtica: caracteristicas generales

La relacién entre T. cruzi y sus hospedadores mamiferos ha ejercido una presidn evolutiva en
favor de una infeccién crénica (Nardy et al. 2015). En este sentido, se ha demostrado que T.
cruzi es capaz de permanecer en algunos tejidos y multiplicarse intracelularmente (Chevillard
et al. 2018; Bonney et al. 2019).

El sistema inmune innato posee varias propiedades entre ellas, determinar y regular el perfil
de la respuesta inmune adaptativa; ademds, en el caso de la infeccion por T. cruzi contribuye al
control de la multiplicacién del parasito y su diseminacion a distintos drganos blanco.

La interaccion entre ligandos del pardsito y los receptores celulares resulta en la activacién de
diferentes vias de sefializacion intracelular que disparan la produccién de citoquinas y enzimas
de la respuesta inmune que pueden tener roles duales dependiendo en que fase de la
infeccidn se expresen, lo cual define el tipo de respuesta predominante en cada una de dichas
fases (Echeverria et al. 2019; Cerban et al. 2020). Entre los mediadores pro-inflamatorios,
podemos mencionar el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleuquina 6 (IL-6) y la
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enzima oxido nitrico sintasa inducible (iNOS o NOS2) cuyo metabolito, el éxido nitrico (NO) es
de gran importancia para la eliminacion del parasito, debido a su capacidad parasiticida
(Teixeira et al. 2002; Gutierrez et al. 2009b; Maldonado et al. 2021). Asimismo, se promueve la
sintesis de mediadores anti-inflamatorios como interleuquina 10 (IL-10) y el factor de
crecimiento transformante beta (TGFB) (Machado et al. 2012a; Cardillo et al. 2015). Mas aun,
distintas poblaciones celulares como macréfagos, linfocitos, células dendriticas y monocitos
infiltran en el tejido infectado donde cumpliran funciones diversas como la produccién de
mediadores inmunolégicos, amplificacion de las cascadas de sefalizacidn intracelular, etc
(Acevedo et al. 2018; Bonney et al. 2019).

La intensa respuesta inflamatoria, tanto tisular como sistémica, que se desarrolla en la fase
aguda y en los primeros estadios de la fase crdénica asintomatica, resulta beneficiosa para el
hospedero ya que promueve el control del parasito (Cardillo et al. 2015; Acevedo et al. 2018).

Durante las primeras etapas de la infeccion se establece un perfil celular Th1/Th17 de
caracteristicas pro-inflamatorias. Luego, a medida que la parasitemia decae, las caracteristicas
del perfil celular cambian a uno de tipo reparador y/o regulador Th2/Treg. Los mediadores que
se producen cuando predomina el perfil reparador, colaboran para finalizar la respuesta
inflamatoria y se encuentran en un balance con los mediadores pro-inflamatorios, para evitar
la reactivacién de la infeccion (Dutra et al. 2014; Cardillo et al. 2015; Bestetti et al. 2018).

Durante la fase crénica asintomatica hay un equilibrio entre la produccién de mediadores pro-
inflamatorios y anti-inflamatorios en el que se observan mecanismos inmunorreguladores,
como la participacién de IL-10 y células T reguladoras (Treg), que limitan la respuesta inmune
pro-inflamatoria, evitando por un lado que T. cruzi se multiplique y, por otro, que los
componentes inflamatorios dafien al tejido a causa de la respuesta inflamatoria exacerbada
(Araudjo et al. 2012; Cerban et al. 2020; Bonney et al. 2019).

A pesar de que en la fase crénica asintomatica se observan niveles bajos de parasitemia, la
persistencia del patdgeno juega un papel crucial en el desarrollo del desbalance que conlleva a
una reaccion inflamatoria exacerbada que provoca anomalias y remodelacién cardiaca, lo cual
desencadena la fase crénica sintomatica (Sanmarco et al. 2018; Wesley et al. 2019).

2.1.2. Inmunidad frente a la infeccion por Trypanosoma cruzi en la etapa cronica sintomdtica
de la infeccion

En el contexto de una infeccién, y como resultado del inicio de la respuesta inmune, los
linfocitos T CD4*, luego de ser activados, pueden producir una o multiples citoquinas
simultdneamente (células monofuncionales o polifuncionales, respectivamente) (Albareda et
al. 2015), y cumplen un rol fundamental en la regulacidon de la inflamacién controlando un
posible dafo tisular (Pérez-Molina et al. 2018) y en la infeccidon por T. cruzi, estas células
adquieren diferentes perfiles de activacion de acuerdo al microambiente generado en cada
una de las distintas etapas (Acevedo et al. 2018; Bonney et al. 2019).

En la etapa cronica sintomatica de la infeccidn se observa un intenso infiltrado inflamatorio
compuesto principalmente por monocitos y linfocitos T CD8" y T CD4" que expresan altos
niveles de mediadores pro-inflamatorios como TNFa, INFy, IL-17, TGFB e IL-6, especialmente
donde se observan antigenos de T. cruzi (Sanoja et al. 2013), que en un principio generan una
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respuesta beneficiosa para el hospedador durante la fase aguda, como se ilustra en la Figura 5.
Sin embargo, la expresidon y produccidon excesiva de dichos mediadores a lo largo de la
infeccion conllevaria a una respuesta inflamatoria exacerbada que contribuye al deterioro del
tejido y el consecuente desarrollo de patologias cardiacas (Bocchi et al. 2017; Cerban et al.
2020). Estudios en pacientes y experimentales revelaron que estas citoquinas se encuentran
mas elevadas en pacientes que cursan la fase crdnica de la miocardiopatia chagasica que en
pacientes asintomaticos (Araujo et al. 2011; Bestetti et al. 2018). Ademas, una caracteristica de
la miocardiopatia crénica es la presencia de fibrosis cardiaca, que tiene correspondencia con
altas concentraciones de TGFB y metaloproteasas de la matriz extracelular como la MMP9
(Machado et al. 2012a; Trachtenberg et al. 2017).

La enzima NOS2 también se encuentra elevada y, en consecuencia, hay una produccidon
desmedida de su producto NO, lo cual es perjudicial para el tejido cardiaco (Teixeira et al.
2002; Santos-Miranda et al. 2020).

En la enfermedad de Chagas se ha descripto que pacientes muestran una alta frecuencia de
células T activadas que secretan citoquinas pro- y anti-inflamatorias (Cardillo et al. 2015). La
respuesta T es importante para mantener la parasitemia baja, sobre todo en la etapa crénica
de la enfermedad, pero si esta respuesta es afectada o dafiada (por ejemplo, coinfeccion con
HIV) conlleva a la interrupcién del control de la parasitemia y al inicio de distintas
manifestaciones clinicas (Pérez-Molina et al. 2018; Acevedo et al. 2018).

Como se ha mencionado previamente si el balance inmunorregulador se rompe, evoluciona
hacia la etapa crdnica sintomdtica, en la que predomina un perfil inflamatorio de tipo
Th1/Th17 y bajos o nulos niveles de perfil regulador de tipo Th2/Treg como se ilustra en la
Figura 5 (Sanoja et al. 2013; Bestetti et al. 2018).

Cabe destacar que los mecanismos de evasion de T. cruzi influyen en los desequilibrios que se
observan a lo largo de la infeccién y que le permiten al parasito permanecer en el organismo
(Nardy et al. 2015; Cardoso et al. 2016).

. tripomastigote

amastigote T
j1Y] FIL-10 #NO tIL-10 4 TGF-B @ ® 10 E
= tIL-B @ o @ VL6 @ @ 17 | 5
[ bIFN-y RO g !Ny e HFEN-y | @
(T:I' tTHF-a @ }THE-a @ t THF-a E
0 == | &
a k=

Aguda [ Asintomatica —» Crénica |

o

0 2 4 6 8
meses varios anos

Fig. 5: Componentes de la respuesta inmune frente a la infeccién por T. cruzi en el transcurso de la infeccidn (Figura

adaptada de Machado et al. 2012b).
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A continuacién, se detallardn las funciones principales de las células y citoquinas durante la
infeccion por T. cruzi en el tejido cardiaco en la etapa crdnica sintomatica.

2.1.3. Macrdéfagos

Los macrdfagos son células diferenciadas a partir de monocitos y son células presentadoras de
antigenos (CPA), altamente especializadas, que cumplen importantes funciones efectoras y
reguladoras tanto en la inmunidad innata como en la inmunidad adaptativa (Machado et al.
2012b).

Son células con una alta plasticidad fenotipica que, histdricamente, se clasifican como
macrofagos inflamatorios o “activados clasicamente” (M1) y macréfagos reguladores o
“activados alternativamente (M2). Sin embargo, en los ultimos afios, se han reportados
distintas poblaciones de macrdéfagos que se encuentran en determinados tejidos y con un alto
grado de especializacion para responder de acuerdo con los estimulos recibidos y al tejido
donde estén presentes.

Particularmente en la infeccién por T. cruzi los macréfagos M1 se generan en respuesta a la
estimulacion de mediadores como IFNy y TNFa durante la activacién de la respuesta inmune.
Este perfil se caracteriza por tener una alta actividad microbicida/tumorocida, produccién de
citoquinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNFa) metabolitos pro-inflamatorios (especies
reactivas de oxigeno (ROS)) y quimiocinas (Murray et al. 2014). El perfil M2 se genera por la
presencia en el ambiente de IL-4, IL-10, IL-13, TGFB, complejos inmunes o glucocorticoides. El
fenotipo M2 posee la capacidad de producir IL-10 lo cual es relevante durante la fase de la
resolucién de la inflamacidn (Lawrence et al. 2011; Penas et al. 2013; Shapouri-Moghaddam et
al. 2018). Fizz, Ym1 y CD206 son tres marcadores que caracterizan al perfil M2. Fizz posee
propiedades quimiotacticas; Ym1 tiene afinidad por glicosaminoglicanos como la heparina y
CD206 (también denominado Receptor de Manosa), es una proteina de transmembrana que
internaliza ligandos de glicoproteinas (Roszer 2015).

En el contexto de la infeccidon por T. cruzi, el corazén es uno de los érganos blanco y es
parasitado en niveles muy elevados. Durante la fase aguda, con el fin de controlar la
multiplicacién del pardsito, los monocitos migran desde la sangre periférica hacia el sitio de
infeccidn. Una vez alli, se diferencian a macréfagos M1 ejerciendo funciones microbicidas v,
junto a otras células, participan en el control de la infeccién. La activacion de macrdfagos
desencadena la produccién de citoquinas como TNFa e IL-12, y otros mediadores pro-
inflamatorios como 6xido nitrico (NO) para amplificar la respuesta y atraer mas células al foco
infeccioso (Chowdhury et al. 2017).

En este sentido los macréfagos que previamente habian sido los principales actores en el
proceso inflamatorio pueden posteriormente participar de la resolucién de dicho proceso
mediante la produccién de citoquinas anti-inflamatorias, factores pro-angiogénicos y factores
de crecimiento (Lawrence et al. 2011; Shapouri-Moghaddam et al. 2018).
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2.1.4. Mediadores inflamatorios y pro-fibroticos

Ante la presencia de un patdgeno, diferentes poblaciones celulares producen mediadores con
capacidad de modular diversos eventos inmunolégicos y sus efectos pueden ser autocrinos,
paracrinos o enddcrinos (Medzhitov 2007).

Entre los distintos mediadores pro-inflamatorios, las citoquinas cumplen un rol fundamental
en la induccién y modulacién de la respuesta inflamatoria. Son polipéptidos producidos por
diversos tipos celulares que ejercen su funcion mediante la interaccién con receptores de
membrana induciendo distintas vias de sefializacién intracelular. Los efectos ejercidos por las
citoquinas son pleiotrépicos y redundantes (Dinarello 2007; Spangler et al. 2015; Liu et al.
2021). El perfil de citoquinas depende, entre otros factores, del estado de diferenciacién de las
células, del microambiente en donde se encuentran, del agente infeccioso y de la etapa de Ia
enfermedad (Mosmann et al. 2009; Galdiero et al. 2018; Mantovani et al. 2019; Macaluso et al.
2023).

TNFa: es una de las citoquinas mas estudiadas en la fisiopatologia cardiaca ya que posee
efectos directos sobre la contractilidad de los miocardiocitos y se ha demostrado que altera la
homeostasis del calcio (Ca?*) (Janczewski 2010; Varfolomeev et al. 2018). Particularmente en la
enfermedad de Chagas esta citoquina incrementa el reclutamiento y maduracién de los
macrofagos y células polimorfonucleares (Andrade et al. 2014; Cardillo et al. 2015). Es capaz de
promover el aumento intracelular de especies reactivas del nitrogeno (ERN), para controlar al
parasito. Sin embargo, esta activacién sostenida podria provocar alteraciones en la funcién
cardiaca (Nunes et al. 2021).

IL-6: posee propiedades similares a TNFa. Es un mediador soluble, con efectos pleiotrépicos en
la inflamacion, en la respuesta inmune y en la hematopoyesis (Tanaka et al. 2014). Promueve
la diferenciacién de células T CD4* naive a diferentes perfiles como Th17 (Korn et al. 2009) o
Treg (Bestetti et al. 2018). Al igual que TNFaq, si los efectos de IL-6 o la citoquina misma tienen
una activacion sostenida en el tiempo, son deletéreos para el tejido cardiaco.

Tanto TNFa como IL-6 participan en la induccidn de la respuesta inflamatoria aguda, local y
sistémica con el fin de eliminar al tripanosoma (Bonney et al. 2019).

Ademads de las citoquinas pro-inflamatorias, durante la inflamacién actdan enzimas que
generan metabolitos con potencial citotéxico como la Oxido Nitrico Sintasa 2 o inducible.

NOS2: Esta enzima, es una de las 3 isoformas de la Oxido Nitrico Sintasa (NOS) y es inducible
de acuerdo al estimulo. Las isoformas NOS1 y NOS3 se expresan constitutivamente y sintetizan
bajas concentraciones de NO. La NOS2 o iNOS es regulada a nivel transcripcional (Pautz et al.
2010) y es capaz de producir altos niveles de NO en respuesta a distintas citoquinas, TNFa por
ejemplo, o estimulos patogénicos como la presencia de T. cruzi (Pautz et al. 2010). En este
contexto de infeccion la liberacion de NO es fundamental para controlar la proliferacién del
pardsito, pero también posee efectos perjudiciales si su sintesis es sostenida en el tiempo ya
gue contribuye con la patogénesis de la miocardiopatia chagasica crénica (Hovsepian et al.
2011).
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A lo largo del proceso inflamatorio se produce la de reparacidn del tejido, que se evidencia por
los depdsitos de colageno que derivan en fibrosis (Deb et al. 2014). Existen dos tipos de
fibrosis: de reemplazo y reactiva. La primera ocurre cuando células cardiacas son reemplazadas
por colageno (Ribeiro et al. 2012). Si la fibrosis ocurre por depdsitos de fibras de colageno
entre los miocardiocitos se denomina fibrosis reactiva (Machado et al. 2012a). Ambos tipos de
fibrosis pueden causar disfuncién cardiaca. En la fibrosis participan moléculas de distinta
naturaleza, como citoquinas, enzimas, factores de crecimiento entre otros. A continuacién, se
describen dos mediadores estudiados en este trabajo de tesis: TGFP y Metaloproteasas de la
matriz extracelular (MMP).

TGFB: es un mediador con funciones dependientes del contexto como, por ejemplo,
homeostasis o un proceso inflamatorio, por lo cual tiene la capacidad de estimular o inhibir la
proliferacion de células de acuerdo al microambiente en el que se encuentra (Morikawa et al.
2016). Ademas, es una de las citoquinas involucradas en la diferenciacion de perfiles Th17/
Treg (Ivanov et al. 2006; Ferragut 2021). Ha sido reportado que TGFB puede ser inducido como
promotor del proceso de fibrosis en el corazén en la enfermedad de Chagas, contribuyendo a
la reparacidon del tejido (Ferreira et al. 2022) y participa en la diferenciacion celular a
miofibroblastos (Araujo-Jorge et al. 2012).

Metaloproteasas (MMPs): son una familia de endopeptidasas dependientes de calcio,

responsables de la remodelacién tisular y degradacién de proteinas de la matriz extracelular
en procesos fisioldgicos como la angiogénesis, embriogénesis, etc (Roy et al. 2008). La
sobreexpresion y desregulacién de estas endopeptidasas estdn asociadas a diferentes
patologias como artritis (Yamamoto et al. 2021), cancer (Gobin et al. 2019), enfermedad de
Chagas (Baron et al. 2022) entre otras.

La funcién de la metaloproteasa 9 (MMP-9) es regulada por diversos mecanismos de
transcripcidn génica, secrecion, activacion y glicosilacidon (Roy et al. 2006; Wilson et al. 2019).
En la cardiopatia inducida por la infeccién por T. cruzi, MMP-9 juega un rol controvertido. Por
un lado, contribuiria con la remodelacion de la matriz extracelular, favoreciendo la infiltracion
de células inmunes colaborando con la respuesta inmune. Por otro lado, favoreceria que los
tripomastigotes infectivos penetren en tejidos, promoviendo su diseminacién y contribuyendo
al desarrollo de la patologia (Penas et al. 2013; Fares et al. 2013). Mientras que en hepatocitos
infectados in vitro con T. cruzi se evidencid la disminucidn de la expresion de MMP-9 (Nogueira
De Melo 2004), en cultivos primarios de miocardiocitos aumenta su expresion (Hovsepian et al.
2011) asi como también en tejido cardiaco de ratones infectados (Gutierrez et al. 2009a).

2.1.5. Linfocitos

De modo similar a lo que ocurre con diversos agentes infecciosos, la respuesta inmune
adaptativa frente a T. cruzi se inicia con la activacidon y proliferacién de linfocitos By T, que a su
vez se diferencian en poblaciones celulares mas especializadas (Fresno et al. 2018; Cerban et
al. 2020).

Ambas poblaciones linfocitarias poseen receptores altamente especificos. Al activarse vy
proliferar tienen la capacidad de proteger mas rapida y efectivamente al hospedero frente a
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repetidas infecciones con un mismo patégeno mediante la generacién de la memoria celular
(Fresno et al. 2018).

Particularmente, durante la infeccidn por T. cruzi se producen altas concentraciones de IL-12 e
IFNy que promueven la diferenciacion de células T hacia un perfil Thl. Estas células se
caracterizan por la producciéon de IFNy, TNFa e IL-2 y cuyo programa transcripcional
caracteristico estd determinado por la expresién del factor de transcripcién maestro T-bet
(Chevillard et al. 2018; Ferragut 2021). En este contexto de infeccidn, esta subpoblacién es
capaz de controlar al parasito, de promover el reclutamiento y activacion de macréfagos y
neutrdfilos, de modular la diferenciacidn de células B a células plasmaticas, y la diferenciacion
de células T a células T citotdxicas, organizando asi una respuesta especifica contra T. cruzi,
para poder eliminarlo del organismo, a la vez que genera memoria frente a posibles
reinfecciones (Fresno et al. 2018; Chevillard et al. 2018).

Para evitar la posible desregulacion de la respuesta Thl, existen mecanismos de regulacién de
los cuales algunos son llevados a cabo por el fenotipo Th2. Este es inducido por la presencia de
IL-4. A su vez, esta poblacidn secreta IL-4 y su programa transcripcional estd establecido por el
factor de transcripcion maestro GATA-3 (Bestetti et al. 2018). El perfil Th2 es de tipo reparador
o modulador frente a la respuesta inflamatoria provocada por la infeccién con T. cruzi
(Acevedo et al. 2018).

Diversos reportes, en estudios de infeccién por T. cruzi en modelos murinos, sugieren que un
perfil deseable es aquel donde existe un balance entre Thl y Th2, con predominancia de Th1l
para el control del parasito (Fresno et al. 2018). Esto es lo que ocurre durante la transicion de
la etapa aguda hacia la etapa crdnica asintomatica de la enfermedad de Chagas.

Cabe destacar que ademas de los perfiles Thl y Th2, existen otros perfiles de linfocitos
cooperadores que intervienen a lo largo de la infeccidn, entre ellos Th17 y Treg.

2.2. Balance Treg/Th17

Tanto en condiciones homeostaticas como en las distintas fases de la infeccion por T. cruzi se
encuentran presentes dos poblaciones con roles particulares: Thl7 y Treg. La diferenciacion
hacia uno u otro perfil depende de varios factores como el metabolismo y cuales son las
citoquinas presentes en el microambiente y el metabolismo celular, y de acuerdo a cudles
predominen se dirigira la diferenciacion hacia uno u otro tipo celular (Weaver et al. 2009; Sun
et al. 2017).

A pesar de las diferencias funcionales entre las células Thl7 y Treg, ambas poblaciones
necesitan la presencia de TGFf en el microambiente para diferenciarse a partir de linfocitos T
naive. Si en el microambiente ademds de TGFpB esta presente IL-2, se induce la diferenciacion
hacia Treg cuyo factor de transcripcién caracteristico es FOXP3. Esta poblacién celular participa
en el mantenimiento de la homeostasis, en la regulacidon de la inflamacién, asi como otras
funciones. En cambio, si en el microambiente estan presentes TGFB e IL-6, se promueve el
desarrollo del linaje Th17, cuyo factor de transcripcién maestro es RORyt. Estas células
cumplen un rol protector frente a patdgenos, pero también promueven efectos colaterales
contribuyendo al proceso inflamatorio exacerbado (Sehrawat et al. 2017).

Durante la etapa aguda de la infeccién por T. cruzi la sefializacion por Th17 es crucial para
reclutar neutréfilos que modulen la actividad de citoquinas pro-inflamatorias como IFNy,
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limitando el daino tisular mediado por el pardsito, al activar macréfagos que aumentan su
capacidad microbicida, junto al IFNy (Mills 2023). Por otro lado, células Treg cumplen un rol
fundamental al modular la intensidad del proceso inflamatorio (Cerbdn et al. 2020).

A medida que transcurre la infeccidn, el balance Treg/Th17 se va modificando en favor de uno
u otro fenotipo. Durante la etapa crénica asintomdtica el balance favorece a la poblacién de
células Treg, dado que hay un control de la respuesta inflamatoria como parte del mecanismo
inmunorregulador (Sehrawat et al. 2017). Dentro de estos mecanismos inmunorreguladores
las citoquinas anti-inflamatorias juegan un rol fundamental; entre ellas IL-10 que es una de las
principales citoquinas anti-inflamatorias del organismo (Saraiva et al. 2010; Rutz et al. 2016;
Ouyang et al. 2019) . Por otro lado, el perfil Th17 produce IL-17 y otras citoquinas como IL-23,
que contribuyen al estado inflamatorio, pero que son controladas por los ya mencionados
mecanismos inmunorreguladores (Miossec et al. 2012; Dutra et al. 2014; Cerban et al. 2020).
En la etapa crdnica sintomatica de la enfermedad de Chagas el equilibrio entre Treg/Th17 se
vuelve inestable y predomina el perfil Th17, dado que aumenta la produccion de IL-6 y TGFf
gue contribuirdn a la diferenciacion de los linfocitos hacia este perfil de tipo inflamatorio, a la
vez que el aumento de la expresion de IL-6 inhibe el desarrollo de Treg (Bestetti et al. 2018).
Todo esto contribuye a la exacerbacion del proceso inflamatorio, el cual no podrd ser
controlado por los mecanismos inmunorreguladores que, por razones aun desconocidas, no
logran revertir el desbalance de la respuesta inmune (Araujo et al. 2012).

Como se ha mencionado en parrafos anteriores, IL-10 es una importante citoquina anti-
inflamatoria, que desempefia un rol fundamental al controlar la inflamaciéon durante la
enfermedad de Chagas. En el siguiente apartado se describiran sus principales caracteristicas y
su rol en las fases de la infeccién por T. cruzi.

2.3. Interleuquina 10y su papel en la respuesta inmune frente a Trypanosoma cruzi

Interleuquina 10 (IL-10) es una citoquina con funciones pleiotrdpicas en el sistema inmune y es
secretada por diversos tipos celulares como macréfagos, células T y B, miocardiocitos,
fibroblastos, etc (Mosser 2008; Ouyang et al. 2011; Rutz et al. 2016; Saraiva et al. 2020). Su
expresion esta regulada para evitar patologias asociadas a su deficiencia o exceso. El receptor
de IL-10 recibe la sefial y es procesada por vias de sefalizacion de JAK kinasas y por activadores
de la transcripcion STATs (Ouyang et al. 2011).

Entre sus diversas funciones ejerce efectos supresores sobre células y citoquinas pro-
inflamatorias, promueve la supervivencia y accién de Tregs, entre otras. El mal funcionamiento
de la sefializacion por IL-10 estd asociado a enfermedades inflamatorias, como la enfermedad
inflamatoria intestinal (Kihn et al. 1993) y frecuentemente estd asociado a inmunopatologias
causadas por infecciones, por ejemplo, esquistosomiasis mansoni (Y. Osada et al. 2019). Mas
aun, la producciéon desregulada de IL-10 ya sea en altos o bajos niveles contribuye al estado de
inflamacién crénica (Ouyang et al. 2019).

Durante la fase aguda de la infeccion por T. cruzi, el control de la intensa respuesta
inflamatoria podria ocurrir por mecanismos de inmunorregulacién vinculados a los efectos de
IL-10 (Dutra et al. 2014). Esta respuesta es suficiente para el control del proceso inflamatorio
en la transicién hacia la fase crdnica asintomatica y, a la vez, permite que la respuesta celular
se desarrolle para disminuir la parasitemia (Dutra et al. 2014; Acevedo et al. 2018). La
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importancia de IL-10 como citoquina inmunoreguladora en la fase aguda ha sido demostrada
por estudios en ratones IL-10 KO, que muestran que son mas susceptibles a la infeccion con T.
cruzi (Alba Soto et al. 2010; Roffé et al. 2012; Pino-Martinez et al. 2019).

En la etapa asintomatica de la infeccidon la produccién de IL-10 prevalece sobre la de las
citoquinas pro-inflamatorias (como IFNy, IL-17 y TNFa). Por lo tanto, el microambiente que se
genera es de tipo anti-inflamatorio. Esta fase representa un balance “ideal” entre hospedador
y parasito, dado que el hospedador puede estar infectado por largo tiempo sin desarrollar
patologia (Bonney et al. 2019).

En la etapa crdnica sintomatica, el balance entre citoquinas pro-inflamatorias/anti-
inflamatorias se desplaza hacia el perfil inflamatorio. En esta etapa hay predominio de
citoquinas pro-inflamatorias en relacién a IL-10. En varios estudios se ha observado que la
patologia cardiaca de la enfermedad de Chagas esta asociada a una respuesta inflamatoria,
tanto local como sistémica, en la cual se observa un incremento de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-6, TGFB, TNFa, IL-17, que no puede ser contrarrestado por accién de IL-
10 (Cardillo et al. 2015; Acevedo et al. 2018; Cerban et al. 2020).

3.PPAR y agonistas

3.1. Caracteristicas generales

Los receptores activados por factores de proliferacion peroxisomal (PPARs) son factores de
transcripcidon activados por ligando pertenecientes a la superfamilia de receptores de
hormonas esteroides tipo I.

Fueron descubiertos en 1990 en roedores, cuando mediante la clonacién de un receptor se
observd que se activaban por compuestos xenobidticos que causaban la proliferacion de
peroxisomas hepaticos (Issemann et al. 1990).

Todos los PPARs tienen un rol importante en la homeostasis energética, principalmente en el
metabolismo de lipidos. Ademds de estas funciones, participan en otros procesos como
crecimiento, desarrollo, apoptosis y resolucion de la inflamacidn en distintos tipos celulares
(Pazienza et al. 2012; Grygiel-Gdérniak 2014).

Existen 3 isoformas del receptor: PPARa, PPARy y PPARB/S, codificadas por distintos genes
ubicados en distintos cromosomas, con alto grado de conservacién interespecifica. Estas
isoformas se expresan en distintos tejidos y presentan diferentes funciones, lo cual contribuye
tanto a la diversificacion como a la especificidad de sefales (Nielsen et al. 2006; Grygiel-
Goérniak 2014).

Para que PPAR adquiera su funcidon como factor de transcripciéon necesita de la unidn del
ligando, formar un heterodimero con el receptor nuclear del acido retinoico (RXR), de la
interaccion con moléculas co-activadoras y la union a elementos de respuesta especificos a
PPAR (PPREs) en la regidon promotora del gen blanco (Christofides et al. 2021).
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Fig. 6: Mecanismo de activacién de PPAR dependiente de ligando (Adaptado de Hovsepian-Penas et al. 2012

(Hovsepian et al. 2012))

PPARa: se expresa principalmente en el higado, corazén, musculo esquelético, tejido adiposo
marrén, intestino y rifién y activa la disipacion de energia. Ejerce su efecto bioldgico sobre el
transporte, la esterificacion y la oxidacién de dacidos grasos, la disipacion de energia y la
pigmentacion (browning) del tejido adiposo marrén.

PPARB/6: se expresa de forma ubicua. Interviene en la oxidacion de los acidos grasos y la
homeostasis de la glucosa. Es la isoforma menos estudiada.

PPARy: se expresa principalmente en tejido adiposo blanco, higado, musculo esquelético,
intestino y células inmunes. Desempefia su funcién sobre la homeostasis de la glucosa, el
transporte de dacidos grasos, sintesis lipidica, adipogénesis, almacenamiento de energia y
termogénesis. Esta isoforma es esencial para el desarrollo y funcién del tejido adiposo
(Christofides et al. 2021; Kim et al. 2023).

3.2. PPARa

En 1990 se identificé a PPARa, miembro de la familia de receptores activados por factores de
proliferaciéon peroxisomal (PPAR), cuando en un estudio se observd que, al ser activado por
compuestos hipolipemiantes, indujo la proliferacién de peroxisomas en roedores (Issemann et
al. 1990).
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Los ligandos naturales de PPARa incluyen acidos grasos saturados, monoinsaturados vy
poliinsaturados como 8S-HETE y Leucotrieno B4 (Harmon et al. 2011). Ademas, posee ligandos
sintéticos como WY14643 y fibratos (bezafibrato, fenofibrato, entre otros) (Takada et al. 2020).
PPARa cumple un rol en el control del metabolismo energético mediante la regulacion de
procesos del metabolismo lipidico en respuesta a condiciones nutricionales como el ayuno vy la
alimentaciéon (Takada et al. 2020). Ademas, desempefia un rol en procesos no metabdlicos,
como la diferenciacién celular e inflamacidn. Una de las primeras evidencias de la participacion
de PPRAa en la regulacion de la respuesta inflamatoria fue la observacion respecto de la
activacion de genes involucrados en la w- y B-oxidacion causada por la uniéon de Leucotrieno
B4 (eicosanoide pro-inflamatorio) a PPARa (Devchand et al. 1996).

Diversos trabajos han demostrado el papel de PPARa en la regulacion de la inflamacion en
distintos tejidos y patologias. En ratones KO para PPARa sometidos a una dieta alta en grasa se
observaron mayores niveles de expresién de marcadores de inflamaciéon aguda y de injuria,
mayor expresién de genes pro-inflamatorios y un aumento de macréfagos infiltrantes en
higado comparado con ratones WT (Stienstra et al. 2007). En otro estudio se demostré que la
activacion de PPARa con el agonista sintético WY14643 disminuye la expresidon de genes pro-
inflamatorios en un modelo de explantes de cartilago humano (Clockaerts et al. 2011).

Se ha reportado que PPARa cumple un rol importante en eventos moleculares de la
cardiomiopatia diabética en modelos murinos (Wang et al. 2021).

En un modelo murino de diabetes tipo 1 el tratamiento con fenofibrato disminuye
significativamente la disfuncién cardiaca y la inflamacién a través de la regulacién positiva de
la via FGF21 y mejorando la autofagia mediada por situina 1 (Zhang et al. 2016).

La expresion de PPARa también ha sido descripta en algunas poblaciones de células del
sistema inmune y sobre las cuales parece tener un efecto anti-inflamatorio. Bajo condiciones
de cultivo con LPS/IFNy, los macrofagos peritoneales de ratones KO para PPARa muestran un
aumento significativo de distintos pardmetros inflamatorios (Crisafulli et al. 2009).

Penas et al. reportaron que el tratamiento in vitro con WY14643 promueve, en macréfagos
peritoneales de ratones infectados con T. cruzi, el cambio de fenotipo de M1 a M2 (Penas et al.
2015).

Dado que PPARa es un factor de transcripcién implicado en distintas enfermedades como
cancer, sindromes metabdlicos y enfermedades autoinmunes, resulta un blanco de interés
para diversos tratamientos contra estas enfermedades. En este sentido se han desarrollado y
estudiado diversos ligandos sintéticos para los receptores PPARa. Entre ellos se encuentran
los fibratos, agonistas sintéticos de PPARa, que son utilizados para el tratamiento de
dislipidemias.

3.3. Fenofibrato

Fenofibrato (propan-2-il 2-[4-(4-clorobenzoil) fenoxi]-2-metilpropanoato) es un derivado
sintético del acido fenoxi-isobutirico de tercera generacién (NCI Thesaurus. NIH 2017),
actualmente utilizado en la clinica médica como agente hipolipemiante para el tratamiento de
hipertrigliceridemia como factor promotor de la aterosclerosis (Ling et al.2013).

Como se menciond anteriormente, este ligando, ademas de disminuir los niveles de
triglicéridos, tiene propiedades anti-inflamatorias en distintos drganos como higado, rifiones y
corazon (Balakumar et al. 2019; Christofides et al. 2021).
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Fenofibrato ejerce acciones pleiotrdpicas en el tejido cardiaco. Ha sido reportado que aumenta
la expresion de PPARa y suprime la hipertrofia de los cardiomiocitos (Balakumar et al. 2011).
Otro estudio in vitro mostré que tiene la capacidad de proteger contra la hipertrofia cardiaca
inducida por endotelina-1 (Jen et al. 2016).

Se ha demostrado que fenofibrato es capaz de reducir la razén entre el peso del corazén y el
peso corporal y el grosor de la pared del ventriculo izquierdo en un modelo de hipertension
inducida por constriccion de la aorta abdominal en ratas (Zeng et al. 2018).

Fenofibrato también tiene el potencial de reducir la falla cardiaca en un modelo de falla
inducida por isoproterenol en ratas, que podria ser causado por la oxidacién de acidos grasos
(Li et al. 2015).

Los ligandos sintéticos de PPARa ejercen efectos sobre la respuesta inflamatoria. En trabajos
del grupo se ha descripto que ligandos de PPARa y PPARy son capaces de inducir el cambio de
fenotipo en macréfagos peritoneales, de un fenotipo inflamatorio a uno reparador (Penas et
al. 2015; Rada et al. 2020). Cevey et al (Cevey et al. 2017) han reportado que fenofibrato es
capaz de mejorar la funcidn ventricular y disminuir pardmetros inflamatorios en un modelo
murino de la enfermedad de Chagas.

A pesar de la gran cantidad de evidencias que se reporta sobre las propiedades anti-
inflamatorias de fenofibrato, alin quedan interrogantes sobre cuales son las vias a través de las
gue actua para llevar a cabo dichas acciones.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar el efecto modulador de fenofibrato sobre la respuesta inmune en diferentes

modelos de Chagas experimental.

Objetivos especificos:

1.

2.

Evaluar los efectos de fenofibrato en la modulacién de la respuesta inmune en un

modelo de infeccidn con dos cepas de T. cruzi.

1.1. Evaluar las caracteristicas del modelo de infeccion mixta seglin antecedentes

1.2. Estudiar los efectos del tratamiento con fenofibrato sobre el balance
Treg/Th17.

1.3. Estudiar los efectos del tratamiento con fenofibrato sobre IL-10 y su receptor.

1.4.Evaluar los efectos del tratamiento con fenofibrato sobre la expresién de
marcadores de perfil reparador.

Estudiar los efectos antiinflamatorios del fenofibrato, dependientes e

independientes de IL-10.

2.1. Caracterizar el modelo de infeccion mixta en ratones IL-10 KO.

2.2. Desarrollar y caracterizar el modelo de infeccidon con el clon K98 de la cepa
CA-l en ratones IL-10 KO.

2.3. Estudiar el papel de fenofibrato sobre los infiltrados inflamatorios en
corazones de ratones IL-10 KO.

2.4. Evaluar los efectos de fenofibrato sobre la fibrosis cardiaca en ratones IL-10
KO.

2.5. Evaluar la expresion de citoquinas proinflamatorias y el efecto de fenofibrato
en el modelo de infeccién de IL-10 KO.

2.6. Correlacionar mediadores inflamatorios con la disfuncidon ventricular y los
efectos de fenofibrato.

2.7. Evaluar los efectos de fenofibrato sobre la expresién de marcadores de perfil
reparador en ratones IL-10 KO.

2.8. Estudiar el papel de fenofibrato sobre la expresion de RORyt y FOXP3 en el

corazon de ratones [L-10 KO.
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1.Ratones

Las lineas de ratones empleadas en este trabajo de tesis fueron mantenidas en el bioterio del
Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM, UBA-CONICET)
en el Departamento de Microbiologia, Inmunologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina
de la UBA.

Todos los procedimientos que involucraron animales fueron realizados siguiendo las normas
establecidas por el CICUAL (Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio, Facultad de Medicina, UBA). A su vez, estos procedimientos fueron aprobados por
el comité de ética del CONICET acorde con las guias de ANMAT y SENASA, basadas en la guia
de uso y cuidado de animales de laboratorio del Instituto de Salud de los Estados Unidos (NIH,
USA).

1.1. Ratones CF1

Se usaron ratones CF1, exocriados, para realizar el mantenimiento de las cepas y clones de T.
cruzi, mediante pasaje seriado de ratones infectados a ratones sanos (Seccién 2.3).

1.2. Ratones BALB/c

Ratones BALB/c wild type (WT) fueron utilizados para los dos modelos de ensayos in vivo
realizados en este trabajo.

Los ratones knockout para Interleuquina 10 (IL-10 KO) son homocigotas para la mutacidn
dirigida IL-10tm1Cgn y de background BALB/c (Stock N°004333; The Jackson Laboratory, USA).
Estos ratones modificados genéticamente son Utiles para el estudio de enfermedades
inflamatorias intestinales (como la enfermedad de Chron), cédncer, inmunidad innata vy
adaptativa (The Jackson Laboratory, “BALB/c IL-10 KO.” [Online]. Available:
ttps://www.jax.org/strain/004333).

2.Cepas de Trypanosoma cruzi

2.1. Cepa CA-I clon K98

La cepa CA-l de T. cruzi fue aislada de un paciente con cardiomiopatia chagdsica crdnica
(Gonzalez Cappa et al. 1980) y forma parte del Linaje I, UDT Tcl. El clon K98 fue aislado por la
Dra. Ana Celentano a partir de la cepa CA-l (Celentano et al. 1993). Tanto la cepa CA-I como el
clon K98 se comportan de manera miotrdpica (Muller et al. 1986; Celentano et al. 1993) y son
de baja virulencia, por lo cual no son letales para el ratén independientemente del inéculo.

2.2. Cepa RA

La cepa RA de T. cruzi fue aislada de un paciente pediatrico proveniente de General Pico (La
Pampa, Argentina) que cursaba la fase aguda de la enfermedad de Chagas (Gonzalez Cappa et
al. 1981) y forma parte del linaje 1l, UDT TcVI. Es una cepa altamente virulenta y letal para el
ratdn cuando se inocula por via intraperitoneal con 500 o mas pardsitos en una
primoinfeccidon. Se comporta de manera pantropica (Mirkin et al. 1997) y reticulotrépica
(Muller et al. 1986; Celentano et al. 1993).
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2.3. Obtencidn de Trypanosoma cruzi en estadio tripomastigote

Ratones de la cepa CF1 machos de 21 dias de edad fueron infectados por via intraperitoneal
con tripomastigotes del clon K98 de la cepa CA-l o con tripomastigotes de la cepa RA de T.
cruzi. Los tripomastigotes fueron purificados a partir de sangre obtenida por puncién cardiaca,
de ratones CF1 machos, sacrificados mediante inhalacion de CO, gaseoso en el pico de
parasitemia (42 dias post-infeccidn, dpi), en el caso del clon K98 de la cepa CA-l, y a los 7 dpi en
el caso de la cepa RA) (Gonzalez Cappa et al. 1981).

3.Modelo murinos de infeccidon

3.1. Modelo de infeccién mixta con dos cepas de Trypanosoma cruzi

En nuestro laboratorio desarrollamos un modelo de infeccién con dos cepas de T. cruzi, que
reproduce caracteristicas de la etapa crdnica sintomatica. En este modelo se incluyen 2 grupos
experimentales: ratones sin infectar (grupo control) y ratones infectados con T. cruzi (grupo
Tc). Por otra parte, para los estudios del papel del fenofibrato durante el curso de la infeccidn,
se incluye un tercer grupo: ratones infectados y tratados con el farmaco (grupo Tc+F).

En el modelo de infeccién mixta, ratones BALB/c de 8 semanas de edad fueron inoculados con
1x10° tripomastigotes del clon K98 de T. cruzi, por via intraperitoneal. A las 6 semanas pi, que
coincide con el pico de parasitemia, los ratones fueron reinfectados con 100 tripomastigotes
de la cepa RA por via intraperitoneal. Este modelo nos brinda la posibilidad de evaluar el
efecto del tratamiento con fenofibrato sobre distintos parametros de la funcién ventricular.
Para establecer si la infeccidn provocaba dafio o disfuncién cardiaca, en la semana 10 pi se
realizéd un estudio ecocardiografico, mediante el cual se midieron distintos pardmetros de
funcién ventricular y se calcularon a partir de éstos la fraccidn de eyeccidn (FE) y la fraccion de
acortamiento (FA) (Cevey et al. 2017). Ante la evidencia de disfuncién ventricular en la semana
10 pi se inicid el tratamiento con fenofibrato en una dosis diaria de 100 mg/Kg durante 4
semanas. Al finalizar el tratamiento en la semana 14 pi se realizaron nuevamente los estudios
ecocardiograficos para evaluar el efecto del tratamiento con fenofibrato sobre la disfuncién

ventricular.
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Fig. 1: Modelo de infecciéon mixta: ratones BALB/c son inoculados con 1x105 tripomastigotes del clon K98 y 6
semanas pi son inoculados con 100 tripomastigotes de la cepa RA. En la semana 10 pi se realizan estudios
ecocardiograficos y se inicia el tratamiento con fenofibrato por 4 semanas en una dosis diaria de 100 mg/kg. Al

finalizar el ensayo en la semana 14 pi se realizan nuevamente estudios ecocardiograficos.
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3.2. Modelo de infeccidn con el clon K98 de Trypanosoma cruzi en ratones IL-10 KO

Para poder evaluar el rol potencial de IL-10 en los efectos de fenofibrato desarrollamos un
modelo de infeccidn con el clon K98 utilizando ratones BALB/c de 8 semanas IL-10 KO y WT
como control. En este modelo murino se emplean 6 grupos experimentales: ratones IL-10 KO
sin infectar (grupo IL-10 KO control), ratones IL-10 KO infectados con T. cruzi (grupo 1L-10 KO
Tc), ratones IL-10 KO infectados con T. cruzi y tratados con fenofibrato (grupo IL-10 KO Tc+F),
ratones WT sin infectar (grupo WT control), ratones WT infectados con T. cruzi (grupo WT Tc),
ratones WT infectados con T. cruziy tratados con fenofibrato (grupo WT Tc+F).

Los ratones fueron inoculados con 1x10° tripomastigotes del clon K98 por via intraperitoneal.
A la semana 5 pi se realizo el estudio ecocardiografico para evaluar si la infeccidn causé dafo
cardiaco funcional. Dado que se observd disfuncidn cardiaca, se inicid el tratamiento con
fenofibrato con una dosis diaria de 100 mg/Kg por 4 semanas.

Al finalizar el tratamiento (semana 9 pi) se realizaron nuevamente los estudios
ecocardiograficos.

| | | I | | | | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Semanas post-infeccion
M ¥ Tratamiento con fenofibrato ¥

Infeccién con clon K98 Ecocardiografia Ecocardiografia

Fig. 2: Modelo de infecciéon con clon K98: ratones BALB/c IL-10 KO y ratones WT son inoculados con 100
tripomastigotes del clon K98. En la semana 5 pi se realizan estudios ecocardiograficos y se inicia el tratamiento con
fenofibrato por 4 semanas en una dosis diaria de 100 mg/kg. Al finalizar el ensayo en la semana 9 pi se realizan

nuevamente los estudios ecocardiograficos.

4. Deteccidn de la parasitemia

Se evalud la presencia de tripomastigotes en sangre mediante el método de microhematocrito
(Freilij et al. 1983), en la segunda semana de infeccidn, tanto para el modelo de infeccidon mixta
como para el modelo de infeccién Unica, que designamos como monoinfeccidon de ahora en
mas. A partir de la tercera semana, para ambos modelos, se evalud la parasitemia mediante el
método de Pizzi modificado por Brener (Brener 1962) y se expresa como parasitos por mililitro
de sangre.

5. Registro del peso corporal y del corazén

Los ratones fueron pesados semanalmente en una balanza granataria Sartorius, modelo AY212
(Goettingen, Alemania; 200 gr x 0.01 gr).
El peso fue registrado en gramos (gr).
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Para el modelo de infeccidn con el clon K98 en ratones IL-10 KO, ademads de registrar el peso
corporal, también se registro el peso del corazén al finalizar el experimento.

Luego de sacrificar el ratdon mediante inhalaciéon de diéxido de carbono (CO,), se extrajo el
corazdn, se elimind el remanente de sangre, se pesod en la balanza mencionada y el peso se
registré en miligramos (mg) en una planilla de calculo.

Se obtuvo la razon entre peso cardiaco y peso corporal para cada uno de los ratones de cada
uno de los grupos experimentales: ratones sin infeccion, ratones infectados y ratones
infectados y tratados, tanto WT como IL-10 KO. Esta razdn se registrd en la planilla de célculo
previamente mencionada.

6. Supervivencia

La supervivencia fue evaluada diariamente, hasta el final de los ensayos, en ambos modelos de
infeccion. Mediante la prueba estadistica de Kaplan-Meier se determinaron las diferencias
entre los grupos estudiados.

7. Ecocardiografia

La ecocardiografia transtoracica fue realizada utilizando un equipo de ultrasonido Acuson
Sequoia C 512, con un transductor lineal de 14-MHz. Los experimentos ecocardiograficos
fueron realizados bajo una anestesia suave (287,5 mg/kg de 2,2,2-Tribromoetanol 2,5%;
Sigma-Aldrich). El plano de imagen de eje corto paraesternal bidimensional se utilizé para
obtener trazados en modo M al nivel de los musculos papilares. Las dimensiones internas y el
espesor de la pared del ventriculo izquierdo fueron determinados en sistole y didstole usando
métodos y recomendaciones de la Sociedad Americana de Ecocardiografia (Sahn et al. 1978).
La fraccion de eyeccién (FE) y fraccion de acortamiento (FA) fue calculada usando indices
eyectivos de la funcidn sistélica. La FE fue estimada a partir de las dimensiones del ventriculo
izquierdo por el método de cubos, utilizando la formula: FE (%) = [(DDVI3 — DSVI3) / DDVI 3] x
100, FA (%) = [(DDVI — DSVI) / DDVI] x 100, siendo DDVI el didametro de fin de didstole y DSVI el
diametro de fin de sistole. El tiempo de relajacion isovolumétrica (TRIV) fue medido a partir de
estudios de Eco-Doppler. Estos ensayos fueron realizados por el Dr. Martin Donato y el Dr.
Ricardo Gelpi del Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular (Facultad de Medicina de la
Universidad de Buenos Aires) con nuestra asistencia, como parte de la colaboracién
establecida.

8. Citometria

Para la identificacion de células T CD4 reguladoras (Treg) se realizé la marcacion de superficie e
intracitoplasmatica de marcadores del fenotipo de dicha poblacién linfocitaria.

Las suspensiones celulares provenientes de bazo se obtuvieron mediante la disgregacién
mecanica del drgano con una malla y émbolo dispuestos en una caja de Petri con 5 ml de
medio RPMI completo (RPMic: corresponde al medio RPMI-1640 vy se le agrega antibidtico y 10
% de suero fetal bovino). La suspensién celular fue recuperada con pipeta, se colocé en un
tubo Falcon con 5 ml de RPMiIc y se lavé mediante centrifugacion a 200 xg durante 10 minutos
(min) a 4°C. Se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendido en 3 ml de buffer de
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hemolisis (CINH4, 0,83% en Tris-CIH, pH 7,4) para eliminar los eritrocitos y se incubd por 10
minutos en hielo. El proceso de hemdlisis se detuvo con el agregado de 7 ml de Buffer FACS y
se centrifugd por 10 min a 200 xg, a 4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendid
en 1 ml de Buffer FACS (PBS conteniendo 1% albumina sérica bovina, 0.1% azida sddica y 1%
de sobrenadante de un hibridoma de rata que produce el anticuerpo monoclonal 2.4G2 (anti-
FcyR, CD16/32 de ratén)).

El recuento celular se realiz6 en cdmara de Neubauer. Para evaluar la viabilidad celular se
utilizé una solucién de Azul de Trypan 0,2% en 1X PBS, a fin de distinguir entre células vivas
(cristalinas y refringentes) y muertas (opacas y celestes/azules).

Luego se calculé el volumen de buffer FACS a agregar obtener una concentracién de 1x10’
células/ml. Cien pl de esa suspensién, conteniendo 1x10° se emplearon en el protocolo del kit
de citometria para la marcacion de antigenos de superficie e intracitoplasmaticos de Treg (Treg
Detection Kit CD4/CD25/FOXP3, mouse MACS MiltenyiBiotec, BergischGladbach, Alemania).
Marcacion de superficie: las células se resuspendieron en 90 pl de buffer FACS y se agregaron
los anticuerpos para marcar CD4 (FITC) CD25 (PE) y CD39 (PE/Cy7). Se incubd por 10 min en
oscuridad a 4°Cy se lavaron a 300 xg por 5 min a 4°C.

Marcacion intracitoplasmatica: las células se resuspendieron en buffer de fijacidon vy
permeabilizacidn (provisto por el kit), y se incubaron por 30 min en oscuridad a 4°C. Luego se
lavaron y a continuacion se agrego buffer de permeabilizacion (provisto por el kit) y se lavaron
a 300 g por 5 min a 4°C. Se incubé por 5 min en oscuridad a 4°C con buffer de permeabilizacién
y luego se agregd el anticuerpo para la marcacion de FOXP3 (APC), se incubd por 30 min en
oscuridad a 4°C.

Finalmente, las células se lavaron con buffer de permeabilizacién a 300 xg por 5 min a 4°C. se
aspiréo completamente el sobrenadante y se resuspendié en una solucion de PBS-PFA 4% para
la fijacidon de las células.

La adquisicidn de los datos de las muestras se realizd en un citémetro FACS Canto Il (Becton-
Dickinson, BD Biosciences, NJ, USA). El andlisis de los datos se realizé con los programas FlowJo
v10 (BD Biosciences, NJ, USA) y con Weasel, versién 3.4 (The Walter & Eliza Hall Institute of
Medical Research, Victoria, Australia).
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Fig. 3: Esquema de trabajo para citometria de flujo: las suspensiones de esplenocitos totales se obtienen mediante
disgregacion mecanica (A). Las células se lavan con medio RPMIc y luego se agrega buffer de hemdlisis (B). Para
detener el proceso de hemolisis se lavan con buffer FACS y se centrifugan (C). Posteriormente se realizo el recuento
celular en camara de Neubauer (D). Luego se realizaron las marcaciones de superficie e intracitoplasmaticas de las
células utilizando un kit comercial para determinar la poblacién de células Treg (E). La adquisicion de los datos se

realizd en un citdmetro FACS Canto IlI (F).
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Se emplearon 3 abordajes metodoldgicos con las suspensiones de esplenocitos para la evaluar
la frecuencia de las células Treg mediante citometria de flujo.

Abordaje 1: obtencién de esplenocitos totales y marcacién ex vivo con el kit comercial, como
se describid previamente y se analizaron en el citdbmetro de flujo.

Abordaje 2: obtencidn de esplenocitos totales, que se estimularon in vitro por 72 hs con PMA e
lonomicina, para permitir la expansiéon celular. Luego de las 72 hs de incubacién se
recuperaron las células, se realizd la marcacion celular y se analizaron en el citbmetro.
Abordaje 3: obtencién de esplenocitos, que se estimularon jn vitro por 96 hs con Anti-CD3,
Anti-CD28, TGFB e IL-2, para imitar las condiciones que del microambiente propicio para la
diferenciacién de linfocitos hacia el fenotipo de célula Treg. Luego, las células fueron
recuperadas, se realizé la marcacion celular y se evaluaron por citometria de flujo.

Para los 3 abordajes metodoldgicos se utilizd la siguiente estrategia de gating para determinar
la poblacién celular:

250K 7]
200K":
150K'£
1om<':

50K ]

o BENeL az
4
— 10 9 —
m 3 Len
a; )
o) Treg
Q 10° o )
[an}
= (o]
(ae]
2 CD4+ CD25+ 8
a3
o % ’
T T T T T P T T — T
2 3 4 5 2 3 4 5
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 10 10 10 10 0 10 10 10 10
Tamaro CD4 (FITC) FOXP3 (APC)

Fig. 4: Estrategia de gating utilizada para el anilisis de las poblaciones linfocitarias: para analizar la poblacién
linfocitaria de interés, las células Treg, se utilizé la siguiente estrategia de gating. Primero se selecciond la nube
que corresponde a la poblacidn de linfocitos de acuerdo al tamafio y la granularidad de las células. Sobre esa
poblacidn se aplicd un segundo gate para determinar las células CD4+ CD25*. Finalmente, sobre esta ultima
poblacidn se aplicé un gate para seleccionar las células FOXP3*y CD39*.

9. Histologia

Una vez sacrificados los animales se procedié a la extraccidon del corazén que se fijé en
paraformaldehido (PFA) 4% en PBS, Luego las muestras fueron incluidas en parafina para su
posterior tratamiento para las tinciones histoldgicas.

Las evaluaciones histoldgicas se llevaron a cabo en secciones de aproximadamente 4-5 um de
espesor a 6 niveles distintos dentro del tejido. Dichos niveles presentaron una separacion
entre 50 y 100 um. Todas las secciones se realizaron por duplicado.

Las muestras fueron examinadas mediante el microscopio Nikon Eclipse E600 (Nikon Inc., NY,
USA). Las imagenes fotogréficas fueron capturadas usando la cdmara digital Spot RT Slider
(Diagnostic Instruments, Inc., MI, USA). Se evaluaron 30 campos al azar por cada una de las
secciones con un aumento de 400X.
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9.1. Hematoxilina-eosina

Se utilizd esta tincién para evaluar el tamafio, la dispersidn (focales/dispersos) y localizacién
(intersticiales/perivasculares) de los infiltrados inflamatorios en el miocardio.

9.2. Rojo Picrosirio

Se utilizd esta tincién para evaluar el grado y la localizacion de la fibrosis que se puede
presentar en el tejido cardiaco.

10. Cuantificacion relativa de ARN mensajero

10.1. Extraccion de ARN total y cuantificacion

Los érganos extraidos (Bazo y corazén) de los ratones fueron mantenidos a -80°C hasta su
procesamiento para la obtencién de ARN total.

La extraccién de ARN total a partir de tejido cardiaco y de tejido linfoide se realizé con Quick-
zol (Kalium Technologies, (BsAs, Argentina)) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
El ARN obtenido se traté con DNAsa, que degrada el ADN de simple y doble cadena.

La concentracién de ARN total obtenido se determind por espectrofotometria de absorbancia
a 260 nm y la pureza del mismo se determind mediante la relacion de absorbancias 260
nm/280 nm, considerando como un buen grado de pureza del ARN cuando la relacién entre las
absorbancias era cercana a 2.

10.2. Retrotranscripciéon a ADN complementario

El ARN total (1 pug por muestra) fue retrotranscripto a ADN complementario (ADNc) utilizando
M-MLV Reverse Transcriptase® (Promega, Biodynamics) junto a OligodT, deoxinucleétidos y un
inhibidor de ARNasas de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

10.3. gRT-PCR

Los ensayos de gRT-PCR se llevaron a cabo con el reactivo Evagreen utilizando el bloque
térmico de ciclado Applied Biosystem Step One PlusTM Real-Time PCR System.

Las muestras fueron normalizadas con ARN ribosomal (ARNr) del gen 185 o ARN mensajero
(ARNm) de actina.

Los valores de expresidn cuantitativa, para qRT-PCR fueron extrapolados a partir de las curvas
patréon 18 S o curva patron de actina, por duplicado. La cuantificacion y eficiencia de las
reacciones de qRT-PCR se determinaron mediante el método comparativo 22 (Schmittgen
et. al 2008). Los valores obtenidos fueron promediados con los replicados en cada reaccion y
las veces de induccidn fueron determinadas considerando 1 al valor obtenido en el tiempo
cero. El protocolo de ciclado para los ensayos de gRT-PCR se muestra en la Tabla 1:
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Cantidad de ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 52 2 min

1 95 15 min
40 95 15 seg

Temperatura de fusidn | 30 seg

especifica del primer

72 1 min

Curva de Disociacion: 95 °C x 15 min, 60 °C x 1 min, 95 °C x 15 seg

Tabla 1: Protocolo de ciclado para ensayos de gRT-PCR.

10.4. Primers

Las secuencias de los primers (también denominados cebadores) para qRT-PCR se disefiaron
de acuerdo al siguiente protocolo: se buscd la secuencia del gen de interés que se quiso
amplificar en la base de datos Nucleotide de Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed,
NIH, USA). Dicha secuencia se analizd con el programa Oligo Primer Analysis Software 6
(Molecular Biology Insights Inc., USA) que permitié obtener las secuencias de los primers
sentido (foward) y anti-sentido (reverse). Ademas, se realizé un andlisis de PCR in silico, para
confirmar que solo se amplifique el producto de interés. Por ultimo, se realizé un andlisis para
evaluar si los cebadores se encontraban en exones diferentes, para tener la certeza de que se
estd amplificando el transcripto maduro (luego del splicing alternativo), utilizando los datos de
la pagina web: http://www.ensembl.org.

Las secuencias y las temperaturas de fusién (Tm) de los primers utilizados se muestran en la
siguiente tabla (Tabla 2):
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Gen Foward (5°-3) Reverse (5°-3") Tm (°C)
18S AACACGGGAAACCTCACCC CCACCAACTAAGAACGGCCA 60
Actina GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 63
IL-6 TGATGCACTTGCAGAAAACAA GGTCTTGGTCCTTAGCCACTC 60
IL-10 CTCCCCTGTGAAAATAAGAGCA TCCAGCAGACTCAATACACACT 60
IL-10R TGTTTACTTATCACGACGGA GACCAGGACTGTAGGCAACTT 56
IL-2 AGCAACTGTGGTGGACTTT GGAGGTACATAGTTATTGAGG 56
FOXP3 TGTTCGCCTACTTCAGAAACCAC CTCCCTTCTCGCTCTCCACTC 64
RORyt GCAAGTCCTTCCGAGAGA GTGTGGTTGTTGGCATTGTAG 58
NOS2 CACAGCAATATAGGCTCATCCA GGATTTCAGCCTCATGGTAAAC 60
CTGF CCTAAAATCGCCAAGCCTGT CACCCCGCAGAACTTAGCC 61
TGFB CACCGGAGAGCCCTGGATA TGTACAGCTGCCGCACACA 64
TNFa CGGGCAGGTCTACTTTGGAG ACCCTGAGCCATAATCCCCT 62
CD206 CAAGGAAGGTTGGCATTTGT CCTTTCAGTCCTTTGCAAGC 60
Fizz CCCTTCTCATCTGCATCTC CAGTAGCAGTCATCCCAGCA 58
Ym1l GGATGGCTACACTGGAGAAA AGAAGGGTCACTCAGCATAA 58

Tabla 2: Secuencias foward y reverse de los primers utilizados

11. Extraccion de proteinas totales

Los corazones se disgregaron con dispersor Ultra-Turrax (IKA-Werke, Alemania) en 300 ul de

buffer de lisis RIPA modificado (composicion del buffer mostrada en la Tabla 3). Las muestras

se incubaron a 4 °C por 30 min en agitacidn constante y luego se centrifugaron a 4 °C a 7000 xg

por 15 min. Se recuperaron los sobrenadantes y se guardaron en tubos eppendorfs a -20°C.

BUFFER DE LISIS RIPA
MODIFICADO

NaCl 150 mM
Tris HCl pH: 7,4 50 Mm
Triton X-100 1%

EDTA 1mM
PMSF 1mM
Aprotinina 2,5 mg/ml
Peptasina

Leupeptina

N83VO4 1mM
NaF 4,1 mM

Tabla 3: Composicidn del buffer RIPA modificado
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12. Cuantificacidon de proteinas

La cuantificacion de proteinas se determind por el método de Bradford (Bradford MM 1976)
utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories,
Inc. USA) y albumina sérica bovina (BSA) (1 mg/ml) como estandar, para establecer la curva
patrén.

La concentracion de proteinas se determind mediante interpolacion de las absorbancias de las
muestras, a partir de la curva patrdn, cuyo rango de concentraciones fue entre 0y 50 ug/ml. La
absorbancia de las muestras fue medida a una longitud de onda de 595 nm en un
espectrofotometro (Thermo Scientific).

13. Western Blot

Los extractos de proteinas totales, previos a ser sometidos a electroforesis, fueron incubados a
95°C durante 5 min con Buffer de Laemmli (Tris-HClI 60 mM pH 6,8, SDS 2%, Glicerol 10%, B-
mercaptoetanol 3% y Azul bromofenol 0,005%).

Las muestras conteniendo la misma cantidad de proteina (50 pg) fueron sometidas a
electroforesis por 90 min a 90-120 volts, en condiciones desnaturalizantes en geles con 10 %
SDS-poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida, 29:1). Finalizada la electroforesis las proteinas
fueron transferidas a una membrana Immobilon-P, a una intensidad constante de 400 mA por
120 min. Las membranas a continuacién fueron bloqueadas utilizando una solucién de leche
en polvo descremada al 5% en PBS 1X, en agitacién lenta constante durante una hora a
temperatura ambiente. Luego, las membranas se incubaron, en agitacion lenta constante, a
4°C durante la noche con anticuerpos primarios en diluciones especificas. Transcurrido este
tiempo las membranas se realizaron 3 lavados de 15 min cada uno con PBS-Tween (PBS 1X y
Tween 20 0,1%) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa. Finalizada esta incubacidn se realizaron 3 lavados de 10
min cada uno con PBS-Tween. Las membranas fueron tratadas con los reactivos
guimioluminiscentes (Sigma-Aldrich Co.) para su revelado el cual se realizdé en BioSpectrum®
815 Imaging System (UVP, Upland, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
intensidad de las bandas se analizé utilizando el programa Image J (NIH, USA).

14. ELISA

La concentracién de IL-6, IL-10, IL-17 y TNFa fue determinada por ELISA, en suero de ratones
control, infectados e infectados y tratados, de acuerdo con lo detallado por los fabricantes
(Kits de IL-6, IL-10 y TNFa de BD Biosciences y el kit para IL-17 de BiolLegend). La reaccién fue
detectada utilizando Streptavidina conjugada con HRP en una diluciéon de 1:1000. Luego se
agregd una solucion del cromdgeno ABTS, 2,2'-Azino-bis (3-Ethylbenzthiazoline-6-Sulfonic
Acid), se colocé la placa de en oscuridad por lo menos 30 min y luego se midio la absorbancia a
405 nm, restando la absorbancia basal. La concentracién (pg/ml) presente en cada muestra se
calculé a partir de la curva patréon de cada citoquina.
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15. Actividad sérica de Creatina Kinasa

La actividad de creatina kinasa (CK) fue medida en el suero de ratones control, Tc y Tc+F tanto
WT como IL-10 KO usando un kit comercial que utiliza un método colorimétrico basado en el
ensayo de la reduccién fotométrica de NADP (Nicotidamina Adenina Dinucledtido Fosfato)
siguiendo las indicaciones del fabricante (Wiener Lab, Rosario, Argentina). La absorbancia fue
medida a 340 nm en un espectrofotometro.

16. Analisis estadisticos

El test Kaplan-Meyer fue utilizado para analizar las diferencias de mortalidad entre los distintos
grupos experimentales.

Para los distintos parametros estudiados, las diferencias entre los grupos de ratones no
infectados, infectados o infectados y tratados se analizaron mediante ANOVA de un factor y las
comparaciones multiples a posteriori se evaluaron mediante una prueba de Tukey.

Los resultados se expresan como la media de tres experimentos independientes + error
estandar de la media.

El test de Spearman fue empleado para evaluar la correlacidon entre la concentracidn sérica de
IL-6, TNFa e IL-17 o la expresidn del ARN mensajero de IL-6, TNFa, NOS2 y TGFB y la FE o FA.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p<0,05.

Todos los andlisis fueron realizados utilizando el Software Prism 7.00 (GraphPad, USA).
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CAPITULO 1:
1. ROL DE FENOFIBRATO EN LA MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE

1.1. Modelo murino de infeccidon mixta y tratamiento: Antecedentes

Teniendo en cuenta los antecedentes sobre la cardiopatia chagdsica crénica, en nuestro
laboratorio se desarrollé un modelo murino de infeccion mixta utilizando dos cepas de T. cruzi
de diferente DTU vy distinta virulencia. Este modelo de trabajo reproduce caracteristicas
funcionales de la etapa crénica sintomatica de la enfermedad de Chagas. En dicho modelo se
determiné que el tratamiento con benznidazol y fenofibrato como coadyuvante, previene la
disfuncién ventricular llevando los parametros cardiacos a valores normales (Cevey et al.
2017).

En este trabajo de tesis se utilizé dicho modelo de infeccion mixta para evaluar los efectos del
tratamiento con fenofibrato sobre la modulacién de la respuesta inmune. A modo de control y
seguimiento del modelo se llevaron a cabo las determinaciones que se detallan a continuaciéon

y que sientan los antecedentes sobre los cuales se prosiguid con este trabajo de tesis doctoral.

1.1.1. Determinacion de la parasitemia y peso corporal
Para el modelo de infeccidon mixta se utilizaron ratones BALB/c, que fueron distribuidos al azar
en tres grupos experimentales:

1. Ratones control (C): ratones no infectados.

2. Ratones infectados (Tc): ratones infectados con las dos cepas de T. cruzi que no
reciben tratamiento con fenofibrato de acuerdo al esquema experimental que se
detalld en la seccién de materiales y métodos.

3. Ratones infectados y tratados (Tc+F): ratones infectados con las dos cepas de T. cruzi
gue reciben tratamiento con fenofibrato de acuerdo al esquema experimental que se
detalld en la seccién de materiales y métodos.

La parasitemia, medida como parasitos/ml (p/ml), aumentd desde la semana 3 pi hasta la
semana 7 pi, cuando presentd el pico maximo. A partir de ese momento fue disminuyendo
hasta la semana 10 y el nimero de parasitos/ml se mantuvo bajo y relativamente constante
hasta el final del ensayo, tanto en ratones Tc, como en ratones Tc+F. No se observaron

diferencias entre los grupos experimentales (Fig. 1).
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Fig. 1: Curva de parasitemia. La parasitemia fue evaluada por el método de Pizzi modificado por Brener, desde la
semana 3 pi hasta la semana 14 pi (final del ensayo) en ratones Tc (circulos) y en ratones Tc+F (cuadrados). Tres

experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. p=NS. Los resultados se expresan como media * error

estandar.

Asimismo, el peso corporal se evalu6 semanalmente y se observd que no varié
considerablemente entre los ratones no infectados, infectados con T. cruzi e infectados y

tratados con fenofibrato, ni a lo largo del tiempo que duré el experimento (Fig. 2).
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Fig. 2: Determinacion de peso corporal. Semanalmente, desde la semana 3 hasta el final del ensayo. Se registré el
peso corporal de ratones Control (Tridngulos), Tc (Circulos) y ratones Tc+F (Cuadrados). Tres experimentos

independientes, N=7 ratones por grupo. p=NS. Los resultados se expresan como media + error estandar.
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1.1.2. Evaluacion ecocardiogrdfica

Con el objeto de conocer el estado de la funcién cardiaca en los ratones infectados, se
realizaron estudios ecocardiograficos, utilizando Eco-Dopler. En la semana 10 pi se evaluaron
la Fraccion de Eyeccion (FE) y la Fraccidn de Acortamiento (FA), dos parametros de funcién
ventricular que se utilizan como estimadores de la contractilidad miocardica. Al igual que lo
reportado por Cevey 2017, pudimos comprobar que los valores de FE y FA disminuyeron en
ratones infectados respecto a los valores de ambos pardmetros en ratones control, indicando

disfuncién ventricular por la infeccién con T. cruzi (Fig. 3).
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Fig. 3: Estudios ecocardiograficos de la funcién ventricular a las 10 spi. La fraccidon de eyeccion y la fraccion de
acortamiento se evaluaron mediante ecocardiografia en ratones Control (barra lisa) y ratones infectados (barra
rayada) a las 10 semanas pi. Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. * p<0,05; ** p<0,01. Los

resultados se expresan como media * error estandar.

En base a este resultado y con el objetivo de corroborar el papel de fenofibrato sobre esta
disfuncidn, se inicié el tratamiento utilizando una dosis diaria de 100 mg/kg de fenofibrato por
4 semanas.

Al finalizar el tratamiento, en la semana 14 pi, nuevamente se realizaron los registros
ecocardiograficos. El tratamiento con fenofibrato, en los ratones infectados, fue capaz de
restaurar los valores de FE y FA a valores normales (Fig. 4). Por lo tanto, restablece la funcién

ventricular.

40



RESULTADOS

g100- e :,?50— S
5 801 — 5 401
2 g
o 60 £ 301
o 8
3 40 o 201
& ©
g 20 8 107
188 ©
0- £ 0-
T cruzi = + + T cruzi = + +
Fen = = + Fen 5 = +

Fig. 4: Estudios ecocardiograficos de la funcion ventricular a las 14 semanas post-infeccion. La fraccion de eyeccién
y la fraccion de acortamiento se evaluaron mediante ecocardiografia en ratones Control (barra lisa), ratones
infectados con Tc (barra rayada) y ratones infectados (barra con puntos) y tratados en la semana 14 pi. Tres
experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. *** p<0,001; **** p<0,0001. Los resultados se expresan

como media * error estandar.

1.1.3. Evaluacion del infiltrado inflamatorio en tejido cardiaco

A fin de evaluar la presencia de infiltrado inflamatorio en tejido cardiaco estudiamos secciones
histolégicas de corazén tefiidas con hematoxilina eosina en los distintos grupos
experimentales. A las 14 spi observamos la presencia de infiltrados inflamatorios difusos en
ratones infectados, en tanto que en aquellos ratones infectados que recibieron el tratamiento

se observd que fenofibrato logré disminuir significativamente el grado de infiltrado

inflamatorio (Fig. 5).
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Fig. 5: Analisis de la respuesta inflamatoria en tejido cardiaco. Se analizé el efecto del tratamiento con fenofibrato
sobre la respuesta inflamatoria en secciones histolégicas de corazén de ratones Control (barra lisa), Tc (barra
rayada) y Tc+F (barra con puntos). Magnificacion 400x. Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo.

** p<0,01. Los resultados se expresan como media t error estandar.
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1.1.4. Expresion de mediadores pro-inflamatorios

Durante la infeccidn se genera un microambiente de perfil inflamatorio debido a la presencia
de infiltrado celular y la consecuente produccién y liberacién de mediadores inflamatorios en
el tejido cardiaco. Para evaluar los mediadores predominantes en este perfil, estudiamos su
expresion mediante las técnicas de qRT-PCR y Western Blot.

Entre ellos evaluamos la expresién de NOS2, enzima que destaca por su expresidon en procesos
inflamatorios, y TNFa como citoquina tipicamente inflamatoria. Los niveles de ARNm de dichos
mediadores se evaluaron en homogenatos de corazéon de ratones sin infectar, infectados e
infectados y tratados, utilizando la técnica de gRT-PCR. Observamos que la infeccién aumenté
significativamente la expresion del ARNm de ambos mediadores. El tratamiento con
fenofibrato logré inhibir tanto el aumento de NOS2 como el de TNFa (Fig.6).

En razén de que durante la infeccidn con T. cruzi ocurren eventos de remodelacidn cardiaca se
investigo el nivel de expresion de MMP9, una metaloproteasa de la matriz (MMP) involucrada
en dichos procesos. El nivel de expresion de MMP9 fue evaluado en extractos proteicos de
corazon de ratones control, infectados e infectados y tratados, mediante Western Blot. Se
observé el mismo comportamiento que para los dos mediadores previamente mencionados, la
infeccidn aumento la expresion de MMP9 y el tratamiento con fenofibrato la inhibié (Fig.7).

Estos resultados concuerdan con los reportados por Cevey en 2017.
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Fig. 6: Expresion de mediadores pro-inflamatorios en tejido cardiaco. Los niveles de ARNm de NOS2 y de TNFa
fueron determinados en homogenatos de corazén mediante gRT-PCR de ratones Control (barra lisa), Tc (barra
rayada) y Tc+F (barras con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. *** p<0,001;

**%*%<0,0001. Los resultados se expresan como media * error estandar.

42



RESULTADOS

e B

1.5 k%
3® &
C .3
mv
Q ©
= 1 1
OB
T 9
=P
2SS 05 -
L=
£=
0 -
T. cruzi - & +
Fen = = +

Fig. 7: Expresion de MMP9 en tejido cardiaco. La expresion de MMP9 fue estudiada en extractos proteicos de
corazén mediante Western Blot, de ratones Control (barra lisa), Tc (barra rayada) y Tc+F (barra con puntos). Tres
experimentos independientes, N=7 ratones por grupo (grupo control, grupo Tc y grupo Tc+F). *p<0,05 ** p<0,01.

Los resultados se expresan como media * error estandar.

En resumen, los resultados de las evaluaciones del peso corporal, parasitemia, estudios
ecocardiograficos, estudios histoldgicos y de la expresion de los mediadores pro-inflamatorios
confirman las caracteristicas inflamatorias y disfuncionales de este modelo de infeccion mixta
gue coinciden con los resultados reportados por Cevey et al. 2017 y sientan las bases para el

desarrollo del trabajo de esta tesis.

1.2. Efecto del tratamiento con fenofibrato sobre el balance Treg/Th17.

Las caracteristicas tipicamente inflamatorias del modelo de infeccion mixta y la capacidad del
fenofibrato para modular la respuesta inflamatoria y prevenir la disfuncién cardiaca nos llevo a
preguntarnos cual es el mecanismo por el cual el fenofibrato es capaz de ejercer su efecto anti-
inflamatorio en el contexto de la infeccidn con dos cepas de distinta virulencia de T. cruzi.

En este sentido, se ha reportado que existe un balance entre las poblaciones linfoides Treg y
Th17 que depende del microambiente que se genere en un determinado compartimento del
cuerpo ya sea en una situacién de homeostasis o por la perturbacion de la misma como
consecuencia de una respuesta inflamatoria (Weaver et al. 2009; Dutra et al. 2014). Por ello,
nos preguntamos de qué manera se ve afectado ese balance en nuestro modelo de infeccidn
mixta con las dos cepas T. cruzi, y si el tratamiento con fenofibrato es capaz de modular alguna

de estas poblaciones linfocitarias.
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1.2.1. Distintos abordajes experimentales en el estudio de la poblacion linfocitaria Treg en bazo

y los efectos del tratamiento con fenofibrato.

Con el objetivo de establecer la frecuencia de la poblacion de células Treg durante la infeccién
y a su vez evaluar si fenofibrato ejerce algun efecto sobre esta poblacién celular, realizamos
estudios de citometria de flujo aplicando distintos abordajes metodoldgicos.

Para los 3 abordajes metodolégicos se utilizaron suspensiones de esplenocitos totales ex vivo
provenientes de ratones control (sin infectar), ratones infectados con T. cruzi y ratones
infectados con T. cruzi y tratados con fenofibrato, que fueron sometidas a distintas
condiciones experimentales que se describen a continuacién.

En el primer abordaje, estudiamos la frecuencia de las células Treg en una suspension de
esplenocitos ex vivo, utilizando anticuerpos conjugados con FITC para marcar CD4, PE para
CD25, PE/Cy7 para CD39 y APC para FOXP3, para identificar a la poblacion linfocitaria. Se
eligieron estos marcadores para identificar a la poblaciéon Treg: CD4 y CD25 son proteinas de
superficie de las células T involucradas en la activacion de linfocitos; CD39 es una enzima
localizada en la superficie de las células Treg que cataliza la hidrdlisis de ATP extracelular (un
patrén molecular asociado a daifio, DAMP) a cAMP, en conjunto con CD73; FOXP3 es el factor
de transcripcién maestro que caracteriza al linaje de células T reguladoras. Observamos que el
porcentaje de las células Treg no se modificaba ni con la infeccién, ni con el tratamiento con

fenofibrato (Fig. 8).
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Fig. 8: Determinacion del porcentaje de células Treg en bazo. La determinacidn del porcentaje celular de Treg fue
estudiada mediante citometria de flujo en suspensiones de esplenocitos totales ex vivo de ratones Control (barra
lisa), Tc (barra rayada) y Tc+F (barra con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. p=NS.

Los resultados se expresan como media * error estandar.

En base a este resultado, decidimos realizar un segundo abordaje metodolégico, en el cual se

estimuld a la suspensién de esplenocitos con PMA e lonomicina por 72 hs. Dicha estimulacion
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podria resultar en una mayor diferenciacidon y expansion de la poblacién de células Treg. Bajo
estas condiciones, ni la infeccidn, ni el tratamiento con fenofibrato fueron capaces de regular

la frecuencia de las células Treg (Fig.9).
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Fig. 9: Determinacion del porcentaje de células Treg en suspensiones de esplenocitos totales estimulados con
PMA e lonomicina. Mediante citometria de flujo, se determind el porcentaje de la poblacidon linfocitaria Treg en
suspensiones de esplenocitos totales cultivados por 72 hs con PMA e lonomicina de ratones Control (barra lisa), Tc
(barra rayada) y Tc+F (barra con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. p=NS. Los

resultados se expresan como media * error estandar.

Dado que con los esquemas experimentales previamente descriptos no observamos cambios
en la frecuencia de los linfocitos T reguladores, decidimos estudiar a esta poblacién celular con
un tercer abordaje metodoldgico, que consistid en obtener las suspensiones de esplenocitos y
estimularlas por 96 hs con Anti-CD3, Anti-CD28, TGFB e IL-2 para emular las condiciones
propicias para la diferenciacidn de linfocitos T hacia el fenotipo Treg.

Observamos que ni la infeccidn, ni el tratamiento con fenofibrato fueron capaces de modificar

la frecuencia de las células Treg en estas condiciones (Fig. 10).
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Fig. 10: Determinacion del porcentaje de la poblacion Treg en suspensiones de esplenocitos totales cultivadas con
AntiCD3, AntiCD28, IL-2 y TGFp. El porcentaje de células Treg presente en suspensiones de esplenocitos totales
cultivados por 96 hs con AntiCD3, AntiCD28, IL-2 y TGFB de ratones Control (barra lisa), Tc (barra rayada) y Tc+F
(barra con puntos) fue analizado mediante citometria de flujo. Tres experimentos independientes, N=7 ratones por

grupo. p=NS. Los resultados se expresan como media + error estandar.

Los resultados obtenidos en los tres abordajes indican que fenofibrato no es capaz de inducir

la expresién de FOXP3.

1.2.2. Estudio de la expresion de FOXP3, RORyt, TGFB, IL-6 e IL-2 en bazo y efectos de
fenofibrato.

Para profundizar en el estudio del balance de Treg/Th17 y su modificacidn por fenofibrato,
decidimos determinar en el bazo la expresidon de otros marcadores que contribuyen a definir
dichos perfiles celulares. Nos parecié de interés analizaren el modelo de infeccién mixta, las
consecuencias de la infeccidn y el microambiente que se genera en el bazo y como influye
sobre la diferenciacidn de las células linfoides, asi como la capacidad del fenofibrato de regular
este proceso.

En primera instancia, evaluamos la expresion de ARNm de TGF, IL-6 e IL-2 en homogenato de
bazo mediante qRT-PCR. Observamos que la infeccién aumenté TGFB e IL-6 y fenofibrato
inhibid el aumento de expresién de ambos mediadores (Fig. 11). En cuanto a IL-2 observamos

que la infeccién aumentd la expresion, pero el tratamiento no la modifico (Fig. 11).
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Fig. 11: Determinacion de ARNm de TGFB, IL-6 e IL-2 en bazo. La expresion de ARNm de TGFB, IL-6 e IL-2 se evalud
mediante qRT-PCR en homogenatos de bazo de ratones Control (barra lisa), Infectados (barra rayada) e Infectados y
Tratados (barra con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. **p<0,01 *** p<0,001. Los

resultados se expresan como media + error estandar.

Dado que FOXP3 y RORyt son factores de transcripcidn que caracterizan y determinan el
programa celular de Treg y de los linfocitos Th17, respectivamente, decidimos estudiar el nivel
de expresién de estos factores en nuestro modelo. El desarrollo de ambos tipos de linfocitos T

estd solapado y la diferenciacién hacia uno u otro dependera del microambiente que se genere

durante la injuria (Weaver et al. 2009; Cheng et al. 2016).

Con el objetivo de determinar la expresion de los factores de transcripcién FOXP3 y RORyt se
realizaron ensayos de qRT-PCR en homogenatos de bazo. Determinamos que la expresién de
FOXP3 no se modificd ni con la infeccién ni con el tratamiento (al igual que lo observado en los
ensayos de citometria de flujo). Sin embargo, la infeccidn con T. cruzi aumenté la expresion de

RORyt significativamente, y el tratamiento con fenofibrato la inhibié (Fig. 12).
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Fig. 12: Determinacion del nivel de expresion de ARNm de FOXP3 y RORyt en bazo. Se evalud la expresion de
FOXP3 y RORyt en homogenatos de bazo mediante gRT-PCR en ratones Control (barra lisa), Tc (barra rayada) y Tc+F

(barra con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. *p<0,05. Los resultados se expresan

como media * error estandar.
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Estos resultados nos indican que, durante la infeccidén, se genera un microambiente que
favorece la expresion de marcadores de células Thl7 y que el tratamiento con fenofibrato
logra disminuir dicha expresién. Sin embargo, el perfil Treg no se modifica ni con la infeccidn,

ni con el tratamiento con fenofibrato.

1.2.3. Estudio de la expresion de TGF8, IL-6, IL-2, FOXP3 y RORyt en tejido cardiaco

En base a los resultados previamente descriptos, nos preguntamos cual es el nivel de expresidon
de TFGB, IL-6 e IL-2 en tejido cardiaco y si dicha expresion se modifica con la infeccién y/o el
tratamiento con fenofibrato.

Para ello, evaluamos mediante qRT-PCR el nivel de expresién de ARNm de los tres mediadores
celulares. El nivel de expresiéon del ARNm de TGFB aumentd en el corazén de ratones
infectados y el tratamiento con fenofibrato inhibié dicho aumento. Al igual que TGFj, IL-6
aumenté como consecuencia de la infeccion y fenofibrato inhibié este aumento de expresion
(Fig. 13).

En cuanto a la expresion de IL-2 observamos que la infeccién indujo un aumento de la

expresion del ARNm en el corazdén de ratones infectados, y el tratamiento con fenofibrato no

modifico la expresion de esta interleuquina (Fig. 13).
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Fig. 13: Determinacion del nivel de expresion de ARNm de TGFB, IL-6 e IL-2 en tejido cardiaco. Mediante qRT-PCR
se evalud la expresion de TGFB, IL-6 e IL-2 en homogenatos de corazdn de ratones Control (barra lisa), Tc (barra
rayada) y Tc+F (barra con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. ** p<0,01;

***0<0,001. Los resultados se expresan como media * error estandar.

Al igual que en bazo evaluamos la expresién de FOXP3 y RORyt en homogenatos de corazon,
mediante la técnica de gRT-PCR. Determinamos que, ni la infeccion con T. cruzi, ni el
tratamiento con fenofibrato, modificaron la expresion de FOXP3. En cambio, la infeccidon

indujo un aumento de expresion de RORyt en corazén y el tratamiento con fenofibrato logré

inhibirlo (Fig. 14).
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Fig. 14: Evaluacion del nivel de expresion de ARNm de FOXP3 y RORyt en tejido cardiaco. La expresién de ARNm
de FOXP3 y RORyt se estudiéo mediante gRT-PCR en homogenatos de corazén de ratones Control (barra lisa), Tc
(barra rayada) y Tc+F (barra con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. *p<0,05 ***

p<0,001. Los resultados se expresan como media * error estandar.

1.2.4. Estudio de la concentracion sistémica de IL-17

Dado que el microambiente en el tejido cardiaco se caracterizé por un aumento de TGFB y de
RORyt, nos parecio pertinente evaluar a nivel sistémico la concentraciéon de IL-17, ya que es la
principal interleuquina que sintetizan las células con perfil Th17. Para ello, se cuantificé IL-17
mediante ELISA en el suero de ratones de los distintos grupos experimentales. Observamos
que la infeccién indujo aumento de la concentracion de dicha citoquina y el tratamiento con

fenofibrato la inhibié de forma significativa (Fig. 15).
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Fig. 15: Determinacion de la concentracion de IL-17 en suero de ratdn. La concentracion de IL-17 en suero se
determiné mediante ELISA, en suero de ratones Control (barra lisa), Infectados (barra rayada) e Infectados y
Tratados (barra con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. **p<0,01 *** p<0,001. Los

resultados se expresan como media t error estandar.

Estos resultados indican que durante la infeccion con T. cruzi, en el bazo y en el corazén se

genera un microambiente de caracteristicas similares. Podemos inferir, que en la etapa crdénica
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sintomatica de la enfermedad el microambiente es propicio para la diferenciacién hacia un
perfil Th17, mientras que la poblacion de las células Treg no sufre ninguna modificacién. Por
otra parte, si bien el tratamiento con fenofibrato logré inhibir el desarrollo de un perfil de tipo

Th17, no tuvo efecto sobre la poblacién de células Treg.

1.3 Efecto del fenofibrato sobre IL-10 y su receptor

La interleuquina 10 (IL-10) es una citoquina cuya funcién principal consiste en modular la
respuesta inflamatoria inhibiendo la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias, juega asi un rol
fundamental en la modulacién de la respuesta inmune tanto a nivel fisiolégico como
patoldgico.

Con el objetivo de estudiar el efecto de fenofibrato sobre IL-10 evaluamos, en primer término,
la expresion de esta citoquina y de su receptor, mediante qRT-PCR, en tejido cardiaco de
ratones control, ratones infectados con T. cruzi y ratones infectados con T. cruzi y tratados con
fenofibrato.

Como se puede apreciar en la Figura 16 la infeccién con T. cruzi aumentd la expresion de I1L-10

y del receptor y el tratamiento con fenofibrato logré potenciar de manera significativa dicho

aumento.
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Fig. 16: Determinacion del nivel de expresion de ARNm del Receptor de IL-10 e IL-10 en tejido cardiaco. El nivel de
expresion de ARN mensajero de IL-10 y del receptor de IL-10 fue determinado mediante gRT-PCR en homogenatos
de corazdn de ratones Control (barra lisa), Infectados (barra rayada) e Infectados y Tratados (barra con puntos).
Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. **p<0,01; *** p<0,001. Los resultados se expresan

como media * error estandar.

Asimismo, estudiamos la concentracion de IL-10 en el suero de ratones sin infectar, infectados
e infectados y tratados con fenofibrato, mediante ELISA. La infeccién provocd un leve aumento

de la concentracion de IL-10 en suero, aunque no significativamente diferente del grupo
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control. En cambio, el tratamiento con fenofibrato incrementd significativamente la

concentracion de IL-10 en el suero de ratones infectados (Fig. 17).
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Fig. 17: Determinacion de la concentracion de IL-10 en suero. Se evalud la concentracién de IL-10 en suero de
ratones Control (barra lisa), Tc (barra rayada) y Tc+F (barra con puntos) mediante ELISA. Tres experimentos

independientes, N=7 ratones por grupo. *** p<0,001. Los resultados se expresan como media % error estandar.

1.4. Efecto del tratamiento con fenofibrato sobre la expresion de marcadores de perfil

reparador.

Dado que el fenofibrato es capaz de aumentar tanto la expresiéon cardiaca como la
concentracién sérica de IL-10, nos preguntamos cual podria ser la poblaciéon celular
mayormente implicada en la produccién de esta citoquina en nuestro modelo murino.

Durante la infeccidn con T. cruzi se activan distintas poblaciones celulares, que sintetizan
diversos mediadores tales como citoquinas, quemoquinas, etc. Una de las principales
poblaciones celulares involucrados, en la respuesta inmune frente a la infeccién, son los
macroéfagos.

Estos fagocitos mononucleares son relevantes como células efectoras, ya que producen tanto
citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a, entre otras) como anti-inflamatorias (IL-10) y se
caracterizan por ser reclutadas al sitio de inflamacién, donde ejercen mecanismos microbicidas
(Shapouri-Moghaddam et al. 2018; Kadomoto et al. 2022). Nos preguntamos si estas células
podrian ser una de las fuentes productoras de IL-10 en nuestro modelo murino.

Por esta razén decidimos evaluar la expresion de 3 marcadores de perfil reparador (o M2).
Fizz, Ym1l y Receptor de Manosa en homogenatos de corazén de los tres grupos
experimentales de ratones. Mediante qRT-PCR determinamos que la infeccién aumento
levemente la expresidon de estos tres marcadores respecto al control y que el tratamiento con

fenofibrato potencié dicho aumento de manera significativa (Fig. 18).
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Estos resultados nos llevan a inferir que el fenofibrato seria capaz de promover un perfil
reparador en los macréfagos, ademds de generar un microambiente anti-inflamatorio, para

controlar el dafio causado por la infeccidn.
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Fig. 18: Evaluacion del nivel de expresion de marcadores de perfil reparador en tejido cardiaco. Se estudio la
expresion de Receptor de Manosa, Ym1 y Fizz en homogenatos de corazdn de ratones Control (barra lisa), Tc (barra
rayada) y Tc+F (barra con puntos), a través de la técnica de qRT-PC. Tres experimentos independientes, N=7 ratones

por grupo. *p<0,05; ** p<0,01. Los resultados se expresan como media + error estandar.

CAPITULO 2

2. EFECTOS ANTI-INFLAMATORIOS DEL TRATAMIENTO CON FENOFIBRATO
DEPENDIENTES E INDEPENDIENTES DE IL-10.

2.1. Evaluacién del modelo de infeccion mixta en ratones IL-10 KO.

Como se menciond previamente, IL-10 es una citoquina anti-inflamatoria con efectos
pleiotrdpicos sobre procesos de inmunorregulacién e inflamatorios en diversas patologias.

Por estas razones, nos parecié relevante utilizar ratones knock out para IL-10, con el objetivo
de estudiar el rol IL-10 en los efectos anti-inflamatorios de fenofibrato en un modelo de Ila
enfermedad de Chagas.

Ratones WT e IL-10 KO de la cepa BALB/c, de 8 semanas de edad, fueron infectados con 1x10°
tripomastigotes del clon K98 y reinfectados 6 semanas después con 100 tripomastigotes de la
cepa RA. Este esquema de infeccién es el explicado en el primer capitulo de esta tesis para el
modelo de infeccién mixta, con dos cepas de T. cruzi de distinta virulencia.

La sobrevida de los ratones fue registrada diariamente, tanto para los ratones WT como para
los IL-10 KO, frente a la infeccidn mixta.

A partir de la semana 5 pi, pudimos constatar muertes en la poblacidn de ratones IL-10 KO.
Luego de la reinfeccion, en la semana 6 pi, la mortalidad en el grupo de ratones IL-10 KO
aumentd y en la semana 12 pi se registré el 100% de mortalidad para este grupo. Cabe sefialar

que el 100% de los ratones WT sobrevivid a la doble infeccion (Fig. 19).
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Fig. 19: Curva de sobrevida. La sobrevida se evalud diariamente en ratones WT e IL-10 KO infectados con el clon

K98 y con la cepa RA y fue analizada por el método de Kaplan Meier.

Asimismo, la parasitemia fue evaluada semanalmente y como se puede observar en la Figura
20, no hubo diferencias entre los ratones WT y los IL-10 KO a lo largo de todo el experimento.
Las curvas de parasitemia presentan un aumento hasta la semana 6 pi donde se produjo el
pico maximo y a partir del cual desciende la parasitemia y se mantiene en un nivel constante

por el resto del experimento.
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Fig. 20: Curva de parasitemia. La parasitemia se evalué semanalmente desde por el método de Pizzi modificado por
Brener en ratones WT Tc (puntos oscuros) y ratones IL-10 KO Tc (puntos claros). Tres experimentos independientes,

N=7 ratones por grupo. p=NS. Los resultados se expresan como media t error estandar.
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La respuesta inmune de los ratones IL-10 KO controla la infeccién de manera analoga a los WT.
Ante estos resultados, nos planteamos infectar a los ratones KO para IL-10 solamente con el

clon K98 de la cepa CA-I.

2.2. Modelo de infeccién con el clon K98 de la cepa CA-l de Trypanosoma cruzi en
ratones IL-10 KO.

2.2.1. Comportamiento frente a la infeccion

Ratones BALB/c WT e IL-10 KO fueron infectados con 1.10° tripomastigotes sanguineos del
clon K98.

Diariamente se evalud su estado general (pelo hirsuto: si/no, actividad motriz: activo/pasivo)
para establecer si los ratones sufrian algun tipo de deterioro y semanalmente se evaluaron el
peso y la parasitemia.

La parasitemia fue detectable a la semana 2 pi por el método de microhematocrito y a partir
de la semana 3 pi fue determinada mediante el método de Pizzi modificado por Brener. Se
determiné a un pico maximo en la semana 6, momento a partir del cual decrecié y se mantuvo
constante hasta el final del experimento. La parasitemia no presentd diferencias significativas
entre ratones WT y ratones IL-10 KO y tampoco entre ratones infectados y ratones infectados

y tratados con fenofibrato (Fig. 21y Fig. 22).
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Fig. 21: Curva de parasitemia en ratones infectados. La parasitemia se evalué semanalmente desde la semana 3
hasta la semana 9 pi en ratones WT (puntos oscuros) y ratones IL-10 KO (puntos claros) infectados con el clon K98
mediante el método de Pizzi modificado por Brener. Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo.

p=NS. Los resultados se expresan como media + error estandar.
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Fig. 22: Curva de parasitemia de ratones infectados y tratados con fenofibrato. Desde la semana 3 pi hasta la
semana 9 pi, semanalmente se evalud la parasitemia en ratones WT (cuadrado oscuro) y ratones IL-10 KO
(cuadrados claros) infectados con el clon K98 y tratados con fenofibrato a través del método de Pizzi modificado por

Brener. Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. p=NS. Los resultados se expresan como media

error estandar.

2.2.2. Evaluacion de la funcion cardiaca en ratones IL-10 KO infectados con el clon K98

En vista de que a partir de la semana 5 pi los ratones presentaron un deterioro fisico al
observar una disminucién de su actividad motriz y pelaje hirsuto, se evalué la funcién
ventricular mediante estudios ecocardiograficos. Observamos que tanto la FE como la FA,
estaban disminuidas significativamente en ratones IL-10 KO infectados con el clon K98 de Ila
cepa CA-l de T. cruzi, respecto de los no infectados. En cambio, ninguno de los dos parametros

de funcién ventricular se vio afectados por la infeccidn en los ratones WT (Fig. 23).
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Fig. 23: Evaluacion ecocardiografica antes del inicio del tratamiento con fenofibrato. Mediante ecocardiogramas
se evaluaron el porcentaje de fraccién de eyeccion y de la fraccidon de acortamiento en ratones Control (barras lisas)
y ratones infectados (barras rayadas), tanto WT (barras oscuras) como IL-10 KO (barras claras). Tres experimentos

independientes, N=7 ratones por grupo. *p<0,05. Los resultados se expresan como media + error estandar.
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2.2.3. Efecto del tratamiento con fenofibrato sobre la funcion ventricular en ratones IL-10 KO
Dado que en la semana 5 pi los ratones IL-10 KO presentaron signos de disfuncién cardiaca,
nos propusimos evaluar el efecto del tratamiento con fenofibrato sobre la funcién ventricular,
durante 4 semanas con una dosis diaria de 100 mg/kg. Al finalizar el tratamiento, en la semana
9 pi, nuevamente se evalué la funcién ventricular mediante Eco Doppler. En la Figura 24, se
muestra que el tratamiento con fenofibrato fue capaz de restaurar tanto la FE como la FA en
ratones IL-10 KO. Los ratones WT, infectados o infectados y tratados, mantuvieron inalterados
ambos pardmetros.
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Fig. 24: Evaluacion ecocardiografica después del tratamiento con fenofibrato. La fraccion de eyeccion y la fraccion
de acortamiento se determind mediante ecocardiogramas en ratones Control WT (barra oscura lisa), Tc WT (barra
oscura rayada) y Tc+F WT (barra oscura con puntos) ratones Control IL-10 KO (barra clara lisa), Tc IL-10 KO (barra
clara rayada) y Tc+F IL-10 KO (barra clara con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo.

**%¥n<0,001; **** p<0,0001. Los resultados se expresan como media * error estandar.

2.3. Papel de fenofibrato sobre infiltrados inflamatorios en corazones de ratones IL-10

KO

Dado el antecedente de que en el modelo de infeccién mixta el tratamiento con fenofibrato
fue capaz de disminuir el grado de infiltrado inflamatorio en tejido cardiaco, decidimos evaluar
el efecto de fenofibrato sobre el infiltrado inflamatorio en el modelo de infeccién de ratones
IL-10 KO. Para llevar a cabo esta evaluacién analizamos secciones histoldgicas de corazén de
ratones sin infectar, ratones infectados y ratones infectados y tratados con fenofibrato,

tefiidas con hematoxilina-eosina.
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Como se puede apreciar, en el panel A de la Figura 25 los ratones IL-10 KO infectados con K98
muestran infiltrados inflamatorios intersticiales significativos, que el tratamiento con
fenofibrato no fue capaz de reducir. En cambio, en los ratones WT (Figura 25 panel B) se
observaron infiltrados inflamatorios muy leves, no modificados por el tratamiento con

fenofibrato.
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Fig. 25: Evaluacion de la respuesta inflamatoria en tejido cardiaco de ratones IL-10 KO. Se evalué la presencia de
infiltrado celular en secciones histoldgicas de corazén de ratones Control WT (barra oscura lisa), Infectados WT
(barra oscura rayada) e Infectados y Tratados WT (barra oscura con puntos), ratones ControllL-10 KO (barra clara
lisa) Infectados IL-10 KO (barra clara rayada) e Infectados y Tratados IL-10 KO (barra clara con puntos). Panel A:
fotos de secciones histoldgicas de corazén de ratones IL-10 KO control (foto izquierda), ratones IL-10 KO Tc (foto
central) y ratones IL-10 KO Tc+F (foto derecha) y la cuantificacion correspondiente, como graficos de barra. Panel B:
fotos de secciones histoldgicas de corazén de ratones WT control (foto izquierda), ratones WT Tc (foto central) y
ratones WT Tc+F (foto derecha) y la cuantificacion correspondiente, como graficos de barra. Tres experimentos

independientes, N=7 ratones por grupo. *p<0,05. Los resultados se expresan como media + error estandar.

2.3.1. Actividad de Creatina Kinasa en ratones IL-10 KO

La enzima creatina quinasa se encuentra localizada mayormente en musculo esquelético y
cardiaco, aunque también se ha descripto una isoforma presente en cerebro. Los cambios en
la actividad sérica de CK pueden ser utilizados como un marcador bioquimico de injuria
cardiaca. Nos parecio pertinente evaluar la actividad de esta enzima en el modelo de infeccién
con K98 en ratones IL-10 KO y WT.

La actividad de CK fue determinada con un kit comercial a las 9 semanas pi. Los ratones IL-10
KO infectados presentaron un aumento significativo de la actividad enzimatica en suero,

respecto al grupo control. El tratamiento con fenofibrato restablecid la actividad de CK a

57

@ Wwild type
(JIL-10KO



RESULTADOS

niveles basales en ratones IL-10 KO (Fig. 26). En cambio, coincidiendo con los resultados de los
estudios histolégicos de infiltrados inflamatorios, se observé que la actividad de CK en ratones

WT no se modifico con la infeccion ni con el tratamiento con fenofibrato (Fig. 26).
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Fig. 26: Actividad de Creatina Kinasa en corazdn de ratones IL-10 KO. La actividad de creatina kinasa en suero de
ratones Control (barra lisa), Tc (barra rayada) y Tc+F (barra con puntos) WT (barras oscuras) e IL-10 KO (barras
claras), fue determinada como un marcador de injuria cardiaca mediante la evaluacion de una reaccidn
colorimétrica. Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. **p<0,01; *** p<0,001. Los resultados se

expresan como media + error estandar.

2.4. Evaluacion del efecto de fenofibrato sobre la fibrosis cardiaca

2.4.1. Relacion del peso del corazon y el peso corporal

La fibrosis es una caracteristica asociada a la remodelacién progresiva, que ocurre en el tejido
cardiaco durante la infeccién con T. cruzi. En el modelo de infeccion mixta (Cevey et al. 2017)
se comprobd que el tratamiento con fenofibrato logré prevenir el grado de fibrosis cardiaca.
Por ello, quisimos determinar si la IL-10 tiene algin papel, en la evolucién de la fibrosis
cardiaca, ante la infeccion con K98 de ratones IL-10 KO, y el efecto del tratamiento con
fenofibrato ante la misma. Para esto, secciones histolégicas de corazén fueron tefiidas con rojo
picrosirio. La infeccién con T. cruzi aumentd el depdsito de fibras de coldgeno en el tejido
cardiaco y el tratamiento con fenofibrato fue capaz de reducirlo de forma significativa en
ratones IL-10 KO, tal como se puede apreciar en la Figura 27 A. En cambio, observamos que los
ratones WT infectados con K98 no desarrollan fibrosis cardiaca (Fig. 27 B).

Por otra parte, también se registrd el peso de los corazones tanto de ratones IL-10 KO como de
ratones WT. El peso de los corazones de ratones IL-10 KO infectados fue significativamente
mayor que el de ratones IL-10 KO sin infectar. Asimismo, pudimos constatar que el peso del
corazon de los ratones IL-10 KO infectados es significativamente mayor que en ratones WT

infectados. En cuanto al efecto del tratamiento con fenofibrato, observamos que produjo una
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disminucion significativa del peso del corazén en ratones IL-10 KO infectados con T. cruzi (Fig.
27 C) y que no modifico el peso de los WT infectados y tratados. (Fig. 27 C).

No se encontraron diferencias en el peso del corazén entre los grupos experimentales de
ratones WT (Fig. 27 C). Se puede inferir que el aumento del peso del corazéon observado en los
corazones de los ratones IL-10 KO infectados se debe a la mayor deposicién de fibras de

colageno como consecuencia de la respuesta a la injuria del miocardio.
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Fig. 27: Evaluacion de fibrosis en ratones IL-10 KO. Se evalud el drea de fibrosis mediante la tincidon con rojo
picrosirio de secciones histoldgicas de corazdn. A) Secciones histoldgicas de corazon de ratones IL-10 KO, Control
(foto izquierda), infectados (foto central) infectados y tratados (foto derecha), y la correspondiente cuantificacion.
B) Secciones histoldgicas de corazén de ratones WT Control (foto izquierda), WT Tc (foto central) WT Tc+F (foto
derecha), y la correspondiente cuantificacion. C) Se evalud la relacidén peso del corazén respecto al peso corporal de
ratones IL-10 KO (control: barra clara lisa; Tc: barra clara rayada; Tc+F: barra clara con puntos) y WT (control: barra
oscura lisa; Tc: barra oscura rayada; Tc+F: barra oscura con puntos) de todos los grupos experimentales. El corazén
se extrajo del cuerpo del ratdn, se elimind el exceso de sangre y se pesd. Antes de ser sacrificados los ratones
fueron pesados, para obtener el valor del peso corporal. Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo.

*p<0,05 **; p<0,01; *** p<0,001. Los resultados se expresan como media * error estandar.

59

@ wild type
(JiL-10KO



RESULTADOS

2.4.2. Expresion de TGF8 en el corazon de ratones IL-10 KO

TGFB es un factor de crecimiento que puede promover o inhibir la proliferacién celular,
dependiendo del contexto en el cual es estimulada su transcripcién. En el caso de la infeccidn
por T. cruzi TFGB es considerado como un mediador profibrético (Ferreira et al. 2019). En
razén de esto y de que, en nuestros estudios, observamos un incremento del grado de fibrosis
en el tejido cardiaco de ratones IL-10 KO infectados con el clon K98, decidimos evaluar la
expresion de TGFB en el corazén de ratones IL-10 KO infectados con T. cruzi, asi como el efecto
del tratamiento con fenofibrato.

Al evaluar la expresién de TGFB, mediante qRT-PCR, se determind un incremento de esta
citoquina en el corazén de ratones IL-10 KO infectados. Asimismo, determinamos que el
tratamiento con fenofibrato inhibié TGFB de forma significativa. Por otra parte, se observé que

la expresién de TGFB no se modificd ni con la infeccidn ni con el tratamiento en ratones WT

(Fig. 28).
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Fig. 28: Determinacidn del nivel de expresion de TGFB en tejido cardiaco. Se evalud, mediante qRT-PCR, el nivel de
expresion de ARNm en homogenatos de corazén en ratones Control WT (barra oscura lisa), Tc WT (barra oscura
rayada) y Tc+F WT (barra oscura con puntos), ratones Control IL-10 KO (barra clara lisa), Tc IL-10 KO (barra clara
rayada) y ratones Tc+F IL-10 KO (barra clara con puntos). Tres experimentos independientes, N=7 ratones por

grupo. ** p<0,01. Los resultados se expresan como media * error estandar.

2.5. Expresion de citoquinas pro-inflamatorias y efecto del tratamiento con fenofibrato
Previamente se demostré que mediadores pro-inflamatorios (NOS2, IL-6 y TNFa) aumentan su
expresion en el corazén de ratones infectados con el clon K98 (cepa CA-l) y la cepa RA de T.
cruzi y que el tratamiento con benznidazol y fenofibrato fue capaz de modular esta respuesta
(Cevey et al. 2017). Para determinar si fenofibrato, en ausencia de tratamiento con
benznidazol, es capaz de ejercer este mismo efecto en ratones deficientes en IL-10, evaluamos

la expresion de ARNm de NOS2, IL-6 y TNFa, en tejido cardiaco, de ratones IL-10 KO infectados
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con K98. Mediante qRT-PCR determinamos, que la expresién de los tres mediadores pro-
inflamatorios aumenté de manera significativa en ratones IL-KO, y que esta fue inhibida por el
tratamiento con fenofibrato (Fig.29 A, B y C). Los niveles de expresion de los ARNm de NOS2,
IL-6 y TNFa de ratones WT no se modificaron significativamente, ni con la infeccién, ni con el
tratamiento con fenofibrato (Fig. 29 A, By C).

Por otra parte, utilizando la técnica de ELISA se evaluaron las concentraciones séricas de IL-6,
TNFa e IL-17. En ratones IL-10 KO infectados se observé un incremento de las concentraciones
de estas tres citoquinas (Fig. 29 D, E y F) y se determind que el tratamiento con fenofibrato
inhibié dicho aumento (Fig. 29 D, E y F). Asimismo, en ratones WT la infeccién indujo un
aumento de IL-6 que fenofibrato inhibid significativamente. La infeccién también aumento
levemente la concentracion de TNFa y el tratamiento con fenofibrato no la modificé. En
cambio, los niveles de IL-17 en los ratones WT no se modificaron de forma considerable con la

infeccidn, sin embargo, el fenofibrato redujo significativamente los niveles séricos (Fig. 29 D, E

y F).
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Fig. 29: Determinacion de la expresion de NOS2, IL-6 y TNFa en tejido cardiaco y de la concentracién de IL-6, IL-17
y TNFa en suero. El nivel de expresion de IL-6 (A), TNFa (B) y NOS2 (C) se determiné en homogenatos de corazon
mediante qRT-PCR de ratones Control WT (barra oscura lisa), Tc WT (barra oscura rayada) y Tc+F WT (barra oscura
con puntos), ratones Control IL-10 KO (barra clara lisa), Tc IL-10 KO (barra clara rayada) y ratones Tc+F IL-10 KO
(barra clara con puntos). La concentracidn en suero de IL-6 (D), TNFa (E) e IL-17 (F) se evalué mediante ELISA en los
mismos grupos experimentales. Tres experimentos independientes, N=7 ratones por grupo. *p<0,05; ** p<0,01;

p<0,001. Los resultados se expresan como media * error estandar.
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2.6. Relacién entre mediadores pro-inflamatorios y disfuncién ventricular. Efecto del
tratamiento con fenofibrato

La infeccion con el clon K98 en ratones IL-10 KO origina disfuncion ventricular y aumento de la
expresion y concentracion de mediadores pro-inflamatorios. Por otra parte, el tratamiento con
fenofibrato inhibid la expresién y la concentracion de los mediadores inflamatorios y restauré
la disfuncién ventricular. Teniendo en cuenta estos resultados, realizamos el analisis de
correlacién entre los mediadores pro-inflamatorios y la disfuncién ventricular. Utilizando la
prueba de Spearman observamos una fuerte correlaciéon negativa (cercana a -1) entre la
expresion del ARN mensajero de IL-6, NOS2, TNFa y TGFB en tejido cardiaco, y los porcentajes
de FE y de FA (Figuras 30y 31y Figuras A5, A2 yA3 del anexo). También se observé correlacion
negativa entre la concentraciéon de TNFa e IL-17 en suero y los porcentajes de FE y de FA
(Figuras Al y A4 del anexo). Por otra parte, de modo consistente con el hecho de que el clon
K98 no generd disfuncidon cardiaca en ratones WT, era de esperar una correlacion muy débil
entre los distintos mediadores pro-inflamatorios y la FE y de FA, en este grupo experimental.
Se muestran en las Figuras 30 y 31 los resultados obtenidos para la correlacion entre la
disfuncién ventricular y la expresiéon de ARNm de IL-6 y la disfuncidon ventricular y la
concentracién en suero de IL-6, respectivamente. En el anexo de figuras se pueden encontrar
las correlaciones correspondientes a la disfuncidn y NOS2, TNFa y TGF con sus respectivos

valores de R?.
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Fig. 30: Relacion entre disfuncion ventricular e IL-6. Mediante el test de Correlacidon de Spearman se determiné la

relacidn entre la fraccidn de eyeccidn (A) o fraccidon de acortamiento (B) y el nivel de expresién de ARNm de IL-6 en

tejido cardiaco de ratones control (pentagonos, fila superior del grafico), ratones Tc (circulos, fila intermedia del

grafico) y ratones Tc+F (fila inferior del grafico, cuadrados), tanto WT (simbolos violeta oscuro) como IL-10 KO

(simbolos violeta claro). El coeficiente de correlacion esta reportado para cada una de las correlaciones.
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Fig. 31: Relacion entre disfuncion ventricular e IL-6. Mediante el test de Correlacion de Spearman se determiné la

relacion entre la fraccidon de eyeccion (A) o fraccion de acortamiento (B) y el nivel de concentracién de IL-6 en suero

de ratones control (pentagonos, fila superior del gréfico), ratones Tc (circulos, fila intermedia del grafico) y ratones

Tc+F (fila inferior del grafico, cuadrados), tanto WT (simbolos violeta oscuro) como IL-10 KO (simbolos violeta claro).

El coeficiente de correlacidn esta reportado para cada una de las correlaciones.
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2.7. Efecto del tratamiento con fenofibrato sobre la expresién de marcadores de perfil

reparador en ratones IL-10 KO

Dado que en el modelo de infeccién mixta observamos que fenofibrato fue capaz de promover
la expresion de marcadores de perfil reparador, surgio el interrogante de si podia ejercer este
efecto en ausencia de IL-10. Para ello, se analizé la expresién de Fizz, Ym1 y Receptor de
Manosa en tejido cardiaco de ratones IL-10 KO y WT. La infeccidon con T. cruzi aumentd la
expresion de Receptor de Manosa, Ym1 y Fizz en ratones WT y el tratamiento con fenofibrato
logré potenciar este aumento (Fig. 32). En los ratones IL-10 KO la infeccion incrementd la
expresion de Receptor de Manosa y de Ym1; sin embargo, el tratamiento con fenofibrato no
fue capaz de potenciar este aumento (Fig. 32). La expresion de Fizz no se vio modificada, ni con

la infeccién, ni con el tratamiento con fenofibrato en el tejido cardiaco de ratones IL-10 KO

(Fig. 32).
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Fig. 32: determinacion del nivel de expresion de ARNm de marcadores de perfil reparador. Se evalué el nivel de
expresion de ARNm de Receptor de Manosa, Ym1 y Fizz en homogenatos de corazén de ratones Control WT (barra
oscura lisa), Tc WT (barra oscura rayada) Tc+F WT (barra oscura con puntos), ratones Control IL-10 KO (barra clara
lisa), Tc IL-10 KO (barra clara rayada) y Tc+F IL-10 KO (barra clara con puntos). Tres experimentos independientes,

N=7 ratones por grupo. *p<0,05 ** p<0,01. Los resultados se expresan como media * error estandar.

2.8. Efecto del tratamiento con fenofibrato sobre la expresién de RORyt y FOXP3 en el
corazoén de ratones IL-10 KO

El balance entre RORyt y FOXP3 es importante para mantener la homeostasis inmunolégica y
prevenir respuestas inmunes inapropiadas. Una desregulacion en este balance puede conducir
a procesos inflamatorios. Por ello, nos propusimos evaluar la capacidad de fenofibrato de
modular la expresién de RORyt y FOXP3 en ausencia de IL-10.

Se determind que la expresion de RORyt aumenté significativamente a causa de la infeccidn,
tanto en ratones IL-10 KO como en ratones WT (Fig. 33 A). Asimismo, la expresion de RORyt es

modulada por fenofibrato en ambos fenotipos de ratén (Fig. 33 A). En cuanto a la expresion de
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FOXP3 se observd que ni la infeccién ni el tratamiento con fenofibrato fueron capaces de

modaular la expresidn, tanto en ratones WT como en ratones IL-10 KO (Fig. 33 B).
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Fig. 33: Determinacion del nivel de expresion de ARNm de RORyt y FOXP3 en tejido cardiaco. La expresion de
ARNmM de RORyt (A) y FOXP (B) se analizd6 mediante gRT-PCR en homogenatos de corazéon de ratones Control WT
(barra oscura lisa), Tc WT (barra oscura rayada) y Tc+F WT (barra oscura con puntos), ratones Control IL-10 KO
(barra clara lisa), Tc IL-10 KO (barra clara rayada), Tc+F IL-10 KO (barra clara con puntos). Tres experimentos

independientes, N=7 ratones por grupo. *<0,01; *** p<0,001. Los resultados se expresan como media * error

estandar.
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La enfermedad de Chagas se caracteriza por la presencia de tripomastigotes en circulacién
sanguinea, parasitismo, principalmente en tejido muscular, e inflamacién generalizada. La
respuesta inmune desarrollada en la fase aguda de no ser regulada apropiadamente puede
generar un proceso inflamatorio exacerbado y sostenido en el tiempo, que eventualmente
conducird a alteraciones cardiacas en la fase crénica, como la Cardiomiopatia Chagasica
Crénica (Marin-Neto et al. 2007; Bocchi et al. 2017; Echeverria et al. 2019).

Aunque los mecanismos que conducen al desarrollo de CCC siguen siendo desconocidos,
debido al hecho de que no todos los pacientes infectados desarrollan patologia cardiaca,
actualmente se reconoce la relevancia de la persistencia del pardsito como desencadenante
(Tarleton 2001; Gutierrez et al. 2009a; Chevillard et al. 2018; Wesley et al. 2019). Mas aun,
existe un amplio consenso sobre el origen inflamatorio de la patologia chagasica y es
considerada como un sindrome miocardiopatico inflamatorio (Trachtenberg et al. 2017). En
este sentido, se ha demostrado una mayor expresién de mediadores pro-inflamatorias en
suero y tejidos, en distintos estudios de modelos experimentales de la enfermedad de Chagas
(Sanoja et al. 2013; Vitelli-Avelar et al. 2017; Silva et al. 2021). Asimismo, diferentes trabajos
muestran, en la fase aguda de la enfermedad, una correlacidn entre la concentracion tisular y
sistémica de mediadores inflamatorios y la pérdida de funcionalidad cardiaca en modelos
murinos (Roman-Campos et al. 2009; Nisimura et al. 2023). Otros trabajos han mostrado
citoquinas pro-inflamatorias elevadas en suero y muestras de secciones de corazén de
pacientes con CCC, en comparacién con las de pacientes con infeccién crdnica asintomatica
(Cunha-Neto et al. 2014; Keating et al. 2015; Gonzdlez et al. 2018).

Los modelos experimentales de infeccién con diferentes cepas de T. cruzi, han sido Utiles para
poder estudiar el rol de los distintos mediadores involucrados en la respuesta inmune, durante
las distintas etapas de la infeccidn. En trabajos previos de nuestro grupo hemos demostrado
qgue la infeccién con la cepa RA de T. cruzi produce una intensa respuesta inflamatoria en
distintos modelos experimentales in vitro, como cultivos primarios de miocardiocitos
(Hovsepian et al. 2011), o de macrofagos peritoneales (Penas et al. 2015), e in vivo en corazén
(Penas et al. 2013; Cevey et al. 2017) e higado (Penas et al. 2016). Ademas, demostramos
también en células mononucleares de sangre periférica (PBMC: peripherical blood
mononuclear cells, por sus siglas en inglés) de pacientes con enfermedad de Chagas, que
presentan niveles mds altos de citoquinas pro-inflamatorias que las PBMC de individuos no
infectados, independientemente del estadio clinico de la enfermedad, ya sea asintomatico o
con cardiopatia chagasica (Pieralisi et al. 2022). También hemos demostrado que un ligando
natural de PPARYy, la 15-deoxi-prostaglandina-J2 (15dPGJ2) fue capaz de modular la respuesta

inflamatoria en células cardiacas estimuladas con LPS (Hovsepian et al. 2010), en
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miocardiocitos infectados con T. cruzi (Hovsepian et al. 2011) y en un modelo murino de
infeccidn con T. cruzi (Penas et al. 2013).

En este sentido, el empleo de fdrmacos que reduzcan dicha inflamacién podria ser una posible
estrategia terapéutica coadyuvante al tratamiento antiparasitario, por lo que su estudio
resulta relevante.

Se ha reportado que fenofibrato , ligando sintético de PPARaq, tiene efectos anti-inflamatorios
en modelos murinos de enfermedades inflamatorias como esclerosis multiple (Abulaban et al.
2024), enfermedad inflamatoria intestinal (Lee et al. 2007), artritis (Castillero et al. 2011) entre
otras. Mas aun, se ha demostrado efectos cardioprotectivos de fenofibrato en modelos de
miocarditis autoinmune (Cheng et al. 2016), de inflamacion del musculo esquelético (Dai et al.
2016) y en modelos de isquemia/ reperfusion cardiaca (Bukari 2018; Balakumar et al. 2019;
Wang et al. 2021).

Basandonos en el hecho de que fenofibrato podria tener distintos roles, que podrian depender
o no de la expresién de IL-10, evaluamos el efecto del fenofibrato en ratones WT y ratones
deficientes en IL-10. En éstos ultimos el tratamiento con fenofibrato mejora la funcion
cardiaca. Esto sugiere que los efectos de la droga son en parte independientes de IL-10 y no
estan relacionados con la carga parasitaria. En este sentido, previamente reportamos que el
tratamiento con fenofibrato no altera la parasitemia ni el parasitismo tisular en un modelo
murino de enfermedad de Chagas crénica (Cevey et al. 2017).

Notablemente, la ausencia de IL-10 en ratones IL-10 KO se correlaciona con el incremento de
la extension de los infiltrados inflamatorios en el tejido cardiaco. En otros modelos
experimentales murinos de infarto de miocardio (Krishnamurthy et al. 2011) y diabetes (Wang
et al. 2016) se describe que IL-10 es necesaria para el reclutamiento de células progenitoras
endoteliales al foco inflamatorio. En el caso de infeccidn con tripanosomas africanos IL-10 es
un potente inhibidor de la respuesta inflamatoria, sin embargo no es capaz de modular la
carga parasitaria, por lo cual la respuesta inmune se desregula y se vuelve exacerbada
(Stijlemans et al. 2022). Se ha reportado en un modelo experimental de obesidad en ratones
KO para IL-10, que la deficiencia de esta citoquina correlaciona con un mayor grado de
inflamacidn, fibrosis e infiltrado celular en rifiones (Kim et al. 2021). Nuestros hallazgos apoyan
el hecho de que la IL-10 es requerida para modular el infiltrado celular en el corazén vy,
contrariamente a lo que ocurre en el modelo de infeccion mixta, fenofibrato es incapaz de
ejercer este rol en ratones IL-10 KO. Sin embargo, este efecto no es observado en ratones WT
del modelo de infeccidon con cepa Unica, probablemente porque la infiltracion en el tejido

cardiaco es escasa por la baja virulencia del clon K98 de T. cruzi.
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La respuesta inmune frente a la infeccidn por T. cruzi es compleja y depende de diversos
factores como la cepa del parasito, la respuesta del hospedador y la etapa de la enfermedad
(Cerban et al. 2020). La intensa y continua respuesta inflamatoria, en conjunto con la
expresion local de mediadores pro-inflamatorios como IL-6, IL-17, TNFa y NOS2, contribuyen al
dafio tisular (Alba-Alvarado et al. 2020; Magalhdes et al. 2022). Asociado a esto se observa que
la ausencia de IL-10 provoca una severa disfuncién cardiaca que tiene correlacién con el
incremento de la produccién de IL-6, IL-17, TNFa y TGFB. Pudimos observar que fenofibrato
fue capaz de reducir la expresién de mediadores pro-inflamatorios tanto en el modelo de
infeccidn mixta en ratones WT como en el modelo de infeccion con el clon K98. Este fendmeno
esta asociado a la capacidad de fenofibrato de reducir la expresidn de TGFB, que es el principal
regulador de la fibrosis (Meng et al. 2016). Ademas, se ha reportado que esta citoquina esta
involucrada en la remodelacién del tejido cardiaco dado que altera el patrén de secrecidn de
metaloproteasas, colageno, fibronectina y otros mediadores fibrogénicos (Frangogiannis
2019). En el corazdn el proceso de fibrosis se encuentra vinculado a la alta expresién de TNFa y
TGFp (Sivasubramanian et al. 2001). Entonces, el fenofibrato puede actuar simultdneamente
reduciendo la expresion de ambos mediadores, lo que es un efecto independiente de IL-10.

A pesar de que en ratones WT, del modelo de infeccidén con una sola cepa de T. cruzi, la IL-10
permanece inalterada, podria tener un rol que favorezca la remodelacion cardiaca. En este
sentido, se ha demostrado que promueve la polarizacion de macréfagos M1 a M2 y la
degradacion de acido hialurénico, en un modelo murino de infarto de miocardio (Jung et al.
2017). En nuestro modelo de ratones KO para IL-10, observamos que, mientras los ratones WT
infectados muestran un claro cambio de perfil de M1 a M2 y que éste es potenciado en
aquellos ratones WT que recibieron el tratamiento con fenofibrato, en los ratones IL-10 KO no
hubo tal polarizacidn. La diferenciacidon hacia el perfil M2 estd asociada a un aumento de la
expresion del Receptor de Manosa y de Ym1, en tanto que la expresidon de Fizz no se ve
modificada. En este sentido, Atochina et al. (Atochina et al. 2008) reportaron que el glicano
LNFPIIl regula positivamente a Arg-1 e Ym1 en macréfagos. Sin embargo, los macréfagos
activados por LNFPIIl no muestran regulacion positiva de otros marcadores de perfil reparador
como Fizz, MGL-1 y MMR in vivo. Resultados similares fueron mostrados por Osada et al.
(Yoshio Osada et al. 2017) en un modelo murino de diabetes inducida por estreptozotocina,
infectados con Schistosoma mansoni. Dado que en los ratones WT, de los dos modelos
utilizados en esta tesis, observamos aumento de la expresién de Fizz podemos plantear la
hipétesis que IL-10 es requerida para la regulacion de Fizz.

En nuestro modelo de cardiomiopatia chagasica, los ratones KO para IL-10 tratados con

fenofibrato no muestran un cambio de perfil de M1 a M2, que es un proceso crucial para la
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remodelacién cardiaca. Sin embargo, aun en ausencia de IL-10, el fenofibrato es capaz de
reducir la transcripcién de TGFB, limitando la acumulacién de colageno en el tejido cardiaco,
como se observo en los cortes histologicos de secciones del corazén. Mds aun, encontramos
que la disminucidn de la expresidn de citoquinas pro-inflamatorias y de TGFB esta asociada a
una mejora en la funcionalidad cardiaca. De forma similar, se ha reportado una mejora en la
funcidon cardiaca asociada a la disminucion de la concentracién sérica de TGF[ a través de un
tratamiento farmacoldgico (Ferreira et al. 2019).

Ha sido sugerido que la peor progresién clinica de la Cardiomiopatia Chagasica Crénica (CCC)
se asocia con el aumento de la concentracidn de IL-17 en suero y de la frecuencia de células Th
17 alternativas (Almeida et al. 2018). No obstante, otros autores han observado correlacién
positiva entre los niveles de IL-17A y la fraccién de eyeccién ventricular, proponiendo que el
aumento de IL-17A es un marcador de buena prognosis para CCC (Sousa et al. 2017). A pesar
de esto, en ratones C57BI/6 el tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti-TNFa
(Infliximab TM) reduce la frecuencia de células T CD4 IL-17A* y aumenta la frecuencia de
células T CD4 IL-10%, también incrementa la frecuencia de células IL-10* Ly6c™ y de células
F4/80*. Este tratamiento mejora la funcion cardiaca sugiriendo un rol deletéreo de IL-17 en un
modelo murino (Pereira et al. 2014).

Dado que encontramos que la mejora en la disfuncién cardiaca y de la respuesta inflamatoria
estd asociada a la inhibicidon de la expresién de IL-17 y de RORyt, podria considerarse que el
tratamiento con fenofibrato resulta en un mejor resultado mediante la inhibicién de células
Th17. Ademas de IL-17, la expresion de otras citoquinas pro-inflamatorias disminuye con el
tratamiento con fenofibrato. En este sentido, se ha reportado que fenofibrato reduce la
sintomatologia en ratones C3H/HeJB IL-10 KO con colitis inducida por dextrano y que el efecto
es debido a la inhibicién de la expresién de IL-17 (Lee et al. 2007). Ya que IL-6 y TGFpB son
necesaria para la diferenciacién a Th1l7, seria posible que, en nuestro modelo, el fenofibrato
limite la concentracion de ambas citoquinas, lo cual disminuiria o inhibiria la diferenciacion de
linfocitos T CD4 a Thl17. De hecho, la disminucién de la concentracidon sérica de IL-17,
observada luego del tratamiento, se asocia a una reduccién significativa en la transcripcién de
RORyt, el regulador maestro para el perfil Th17. En relacién con esto, se ha reportado la
inhibicidn in vitro de la diferenciacion a Th17 mediante un tratamiento con fenofibrato (Zhou
et al. 2012). Ademas, esta inhibicion juega un rol beneficioso en un modelo experimental de
miocarditis autoinmune en ratones (Chang et al. 2019). Es interesante destacar que la
expresion de FOXP3 permanece inalterada luego del tratamiento con fenofibrato, sugiriendo
gue la droga ejerceria su efecto anti-inflamatorio principalmente mediante la modulacién del

perfil pro-inflamatorio de la respuesta inmune. Este resultado difiere del observado por Zhou

72



DISCUSION

et al. (Zhou et al. 2012), quienes muestran la capacidad de fenofibrato para promover la
diferenciacion in vitro de células Treg, y de aquellos de Chang 2019 (Chang et al. 2019) que
muestran un aumento de la expresién de FOXP3 en corazones de ratas con miocarditis
autoinmune experimental, después del tratamiento con fenofibrato. Dicha discordancia se
puede atribuir a multiples factores, incluyendo el background genético de la cepa de ratén y
de la cepa de T. cruzi utilizadas, y la etologia de las condiciones patoldgicas (autoinmune vs
infecciosa) analizadas.

Nuestros resultados muestran que, en ausencia de IL-10, fenofibrato es capaz de mejorar la
funcién cardiaca de ratones infectados con T. cruzi modulando a IL-17, entre otras citoquinas, y
previniendo el desarrollo de fibrosis patoldgica. Mas aun, los resultados hacen hincapié en que
IL-10 es necesaria para promover un perfil reparador en el tejido cardiaco caracterizado por la
expresion de marcadores M2 en macréfagos. Estos hallazgos pueden resultar utiles para
disefiar terapias combinadas, que no solo reduzcan la carga parasitaria, sino que al mismo

tiempo disminuyan los efectos nocivos de la respuesta inflamatoria exacerbada y persistente.
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Figura Al: Relacion entre disfuncién ventricular y nivel de concentracion sérica de TNFa. Mediante el test de

Correlacion de Spearman se determind la relacién entre la fraccién de eyeccion (A) o fraccion de acortamiento (B) y

el nivel de concentracion de TNFa en suero de ratones control (pentagonos, fila superior del grafico), ratones Tc

(circulos, fila intermedia del grafico) y ratones Tc+F (fila inferior del gréfico, cuadrados), tanto WT (simbolos violeta

oscuro) como IL-10 KO (simbolos violeta claro). El coeficiente de correlacion esta reportado para cada una de las

correlaciones.
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Figura A2: Relacion entre disfuncion ventricular y nivel de expresion de ANR mensajero de TNFa. Mediante el test

de Correlacion de Spearman se determind la relacion entre la fraccidon de eyeccion (A) o fraccién de acortamiento

(B) y el nivel de expresion de TNFa en tejido cardiaco de ratones control (pentagonos, fila superior del gréfico),

ratones Tc (circulos, fila intermedia del grafico) y ratones Tc+F (fila inferior del grafico, cuadrados), tanto WT

(simbolos violeta oscuro) como IL-10 KO (simbolos violeta claro). El coeficiente de correlacion esta reportado para

cada una de las correlaciones.
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Figura A3: Relacion entre disfuncion ventricular y nivel de expresion de ARNm de TGFB. Mediante el test de

Correlacion de Spearman se determind la relacién entre la fraccién de eyeccion (A) o fraccion de acortamiento (B) y

el nivel de expresidon de TGF en tejido cardiaco de ratones control (pentagonos, fila superior del grafico), ratones
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Figura A4: Relacion entre disfuncion ventricular y nivel de concentracion sérica de IL-17. Mediante el test de

Correlacion de Spearman se determind la relacién entre la fraccién de eyeccion (A) o fraccion de acortamiento (B) y

el nivel de concentracién de IL-17 en suero de ratones control (pentagonos, fila superior del grafico), ratones Tc

(circulos, fila intermedia del grafico) y ratones Tc+F (fila inferior del gréfico, cuadrados), tanto WT (simbolos violeta

oscuro) como IL-10 KO (simbolos violeta claro). El coeficiente de correlacion esta reportado para cada una de las

correlaciones.

104



A Fraccién de Eyeccion
85, 85,
3 r=-0.31 g r=0.21
[ . c
S -] 9]
8 801 S g0
2 ® 2
w ———— ) w
o [0 O
© o
5 759 ® [ ] § 75 €] 6]
8 8
e €
w w
0 . 0 - -
12 13 14 15 16 08 10 12 14 16
NOS2 ARNm (u.a) NOS2 ARNm (u.a)
74 r=-0.34 = 75,
= X
g 2 r=-0.80
:g 72 o ® 5 70 o
£
R 8 ®
2
@ 70 - ® g 65 Q
g <
c €
S 68 c 60
8 5
g 3
w ©
I
0 : ) 0 . : . . )
0.5 1.0 1.5 2.0 3 4 5 6 7
NOS2 ARNm (u.a) NOS2 ARNm (u.a)
80 &8 r=-0.10
g r=0.31 g '
c 75 5 8o
5 S
8 - § O
o
& 70 I @ 75 - o
o o
o [ | 'g
:g 65 :§ 70
o o
w w
0 - - - . 0 T )
0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1 2 3 4

NOS2 ARNm (u.a)

@ Control WT
) Control IL-10 KO

NOS2 ARNm (u.a)

@ T.cruziwWT
© T.cruzilL-10 KO

Fraccion de Acortamiento (%) Fraccion de Acortamiento (%)

Fraccion de Acortamiento (%)

ANEXO

Fraccién de Acortamiento

42- = 42
< 0]
r=0.10 e r=0.21
40 ® § 40
@ E
» g
38+ e g 38 ¢
° b Q 0
364 ? 3
0o
8
4
w
0 : . . 0
12 13 14 15 16 08 10 12 14 16
NOS2 ARNm (u.a) NOS2 ARNm (u.a)
37, =0.25 = 34,
>
e r=-0.94
36 ® S 32 [eN6}
£
£
35 P ) § 304
<
3
344 c 28
0
8
©
w
0 . . . . . 0 . ; , ; )
05 1.0 1.5 20 25 3 4 5 6
NOS2 ARNm (u.a) NOS2 ARNm (u.a)
384 g 49 r=-0.10
r=-0.31 2 m] (]
36 o g o
g O
2 \l g 36
34 = < B
o
32 L 5 34
Q
o
o
w
0 - - - - ) 9 ;
08 09 10 11 12 1 2 8 £

NOS2 mRNA (a.u.)

M T cruzi + fenofibrato WT
[ T. cruzi + fenofibrato IL-10 KO

NOS2 mRNA (a.u.)

Figura A5 : Relacion entre disfuncidn ventricular y nivel de expresion de ARNm de NOS2. Mediante el test de

Correlacion de Spearman se determind la relacién entre la fraccién de eyeccion (A) o fraccion de acortamiento (B) y

el nivel de expresion del ARNm de NOS2 en tejido cardiaco de ratones control (pentagonos, fila superior del

grafico), ratones Tc (circulos, fila intermedia del grafico) y ratones Tc+F (fila inferior del grafico, cuadrados), tanto

WT (simbolos violeta oscuro) como IL-10 KO (simbolos violeta claro). El coeficiente de correlacion esta reportado

para cada una de las correlaciones.
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TABLA DE ABREVIATURAS
Mg Microgramo
ul Microlitro
pm Micrometro
ADN Acido desoxirribonucleico
ADNCc ADN complementario
ARN Acido ribonucleico
ANMAT Administracion Nacional De Medicamentos, Alimentos Y Tecnologia Médica
ANOVA Anilisis de la varianza
ARNmM ARN mensajero
ARNr ARN ribosomal
BSA AlbUmina Sérica Bovina
Ca? Calcio
CccC Cardiomiopatia Chagdsica Crdnica
CICUAL Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
CK Creatina Kinasa
CO; Didxido de Carbono
CPA Célula Presentadora de Antigeno
dpi Dias post infeccion
DNAsa Deoxiribonuecleasa
ERN Especies Reactivas del Nitrégeno
FA Fraccion de Acortamiento
FE Fraccion de Eyeccién
Fig. Figura
Fizz Resistin like molecule o/ Found in inflammatory zone protein
FOXP3 Forkhead Box P3
gr Gramos
IFNy Interferon gamma
Ig G Inmunoglobulina G
IL-10 Interleuquina 10
IL-17 Interleuquina 17
IL-2 Interleuquina 2
IL-6 Interleuquina 6
IL-1B Interleuquina 1 beta
IL-4 Interleuquina 4
IL-13 Interleuquina 13
IL-10R Receptor de IL-10
iNOS o NOS2 Oxido Nitrico Sintasa inducible
IL-10 KO Ratones KnockOut para IL-10
kg Kilogramo
KO Knock out
LPS Lipopolisacarido
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M1 Macréfago activados clasicamente

M2 Macréfago activados alternativamente

mA MiliAmpere

mg Miligramo

min Minuto

ml Mililitro

MMP Metaloproteasa de la Matriz Extracelular

NADP Nicotinamida adenina dinucleétido

NIH Instituto De Salud De Los Estados Unidos

nm Nanometro

NO Oxido Nitrico

NOS Oxido Nitrico Sintasa

NS No Significativo

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OPS Organizacion Panamericana de la Salud

PBS Buffer Fosfato Salino

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PFA Paraformaldheido

pg Picogramo

pi Post-infeccion

PMA Phorbol-12-myristate-13-acetate

PPAR Receptores Activados por factores de proliferacion peroxisomal
PPREs Elementos de Respuesta Especificos a PPAR
gRT-PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa cuantitativa y en tiempo real
RORyt Related Orphan Receptor gamma

ROS Especies Reactivas del Oxigeno

RXR Acido retinoico

seg Segundos

SENASA Servicio Nacional De Sanidad Y Calidad Agroalimentaria
spi Semanas Post Infeccion

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription
T. cruzi Trypanosoma cruzi

Tc Grupo de ratones infectados con T. cruzi

Tc+F Grupo de ratones infectados con T. cruzi y tratados con fenofibrato
TGFB Factor de Crecimiento Transformante beta

Th Células T helper

Tm Temperatura de fusion (Temperatura de melting)
TNFa Factor de Necrosis tumoral alfa

Treg Células T reguladoras

Tris Tris-(Hidroximetil)-Aminometano

UDTs Unidades Discretas de Tipificacién

WT Wild Type

Ym1l Rodent-Specific Chitinase-like protein

Tabla Al: tabla de abreviaturas utilizadas en el texto.
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