Universidad Nacional de Rosario
Carrera de Doctorado en Ciencias Biomédicas
Titulo del trabajo de Tesis:

“Modulacion inmuno-enddcrina y metabdlica en la

infeccion por Trypanosoma cruzi”

Autor: Lic. Florencia Belén Gonzalez
Directora: Dra. Ana Rosa Pérez
Lugar de realizacion:

Instituto de Inmunologia Clinica y Experimental de Rosario

CONICET  o%%%,

Q

\-’ M

Aio: 2017



AGRADECIMIENTOS

... A mi directora, Ana Rosa, gracias por ensefiarme, acompafiarme y confiar en mi desde el primer
dia. Gracias por brindarme numerosas oportunidades de crecer y por la infinita paciencia. Sobre todo,
gracias por estar siempre presente, tanto en lo profesional como en lo personal, apoydndome en los

buenos y malos momentos. Y gracias, muchas gracias por Bianqui!!!

... A todos mis compafieros del team Chagas: Silvi, Ceci, Flor, Esdras, Nico y Julia. Por ayudarme en
todo, hacer de las largas horas de experimentos momentos inolvidables y bancarme en momentos de

Crisis.

... Al grupo de médicos del Servicio de Cardiologia del Hospital Centenario: Dr. Juan Beloscar, Dr.
Rodolfo Leiva, Dra. Lorena Scaglione; y en particular a la Dra. Susana Lioi, por su gran colaboracion

como extraccionista durante todo este proceso, a cualquier hora y cualquier dia.

... A todo el staff del IDICER, porque todos siempre estdn predispuestos a ayudar con una sonrisa y
porque hacen que el trabajo sea mds liviano. Agradezco haber podido realizar este proyecto
acompaiada de este gran grupo humano. Un agradecimiento especial al director del IDICER Dr. Oscar

Bottasso por su sabiduria, consejos y apoyo mds alld del dmbito laboral.

... A mi familia. Mis padres, por apoyarme en todo y preocuparse por mi. Gracias por haber estado
todos los dias de forma incondicional cuando mds los necesitaba y apoyarme y darme fuerzas para
salir adelante. Marcos y Juli, gracias por lo mejor que tiene esta familia DELFI. En los momentos
complicados un video de ella haciendo alguna locura hace que todo sea mejor. Gracias a mi abuelo y

mi tio, por todo su apoyo en todos estos afos.

...A mi familia politica, por estar siempre, apoyarme y hacerme sentir una mds de ellos.

...A todos mis amigos, por estar siempre y pasar juntos momentos inolvidables.

...A Bianca, mi gata y Blas mi perro, siempre acompafidndome en todo momento

..A Mariano, por ser incondicional, por preocuparse por mi, por ayudarme a superar todo y por

hacerme reir siempre. Por escuchar todas mis locuras, Te amo!



ABREVIATURAS

AcMo
ACTH
Adipo-R1
Adipo-R2
ADN
ADNc
Ags
APC Cy7
ARN
Asi
BCR
CEPs
CMH
Co
CPK
CPMs
CRH
DHEA
dl
ECG
ELISA
FITC
FNT-a
FNT-R1
FNT-R2

GCs
GOT
GPI
GPT
H&E
HPA
IFN-y

Anticuerpo monoclonal
Adrenocorticotrofa

Receptor de adiponectina 1
Receptor de adiponectina 2

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico copia
Antigenos

Alloficocianina Cy7

Acido ribonucleico

Asintomaticos

receptor para el antigeno de los linfocitos B
Células del exudado peritoneal
Complejo mayor de histocompatibilidad
Controles

Creatina fosfoquinasa

Células periféricas mononucleares
Corticotrofina
Dehidroepiandrosterona

Decilitros

Electrocardiograma

Ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas
Isotiocianato de fluoresceina

Factor de necrosis tumoral a
Receptor de FNT tipo 1

Receptor de FNT tipo 2

Gramos

Glucocorticoides
Glutamato-oxalacetato transaminasa
Glicofosfatidilinositol

Glutamato piruvato transaminasa
Hematoxilina y eosina
Hipotalamo-pituitario-adrenal

Interferony


http://salud.ccm.net/faq/16036-creatina-definicion

Igs Inmunoglobulinas

IL-10 Interleucina 10
IL-17 Interleucina 17
IL-1B Interleucina 1B
IL-2 Interleucina 2
IL-4 Interleucina 4
IL-6 Interleucina 6

IL-6R Receptor de IL-6

IMC indice de masa corporal

iNOS Oxido nitrico sintasa inducible
kg Kilogramos

Lev Leves

MC Medio completo

MCC Miocarditis chagdsica cronica

Mfs Macrofagos

mg Miligramos
min Minutos
ml Mililitros

MMP Metaloproteinasa
NK Natural killer
NO Oxido nitrico

ObR Receptor de Leptina

PBS Buffer fosfato salino

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PE Ficoeritrina

pg Picogramos

PGJ 15-Deoxy-Delta-12,14 Prostaglandinal2
pi post-infeccion

PMAP Patrones moleculares asociados a patégenos

PPAR Receptor activado por factores de proliferaciéon peroxisomal
RRP Receptor de reconocimiento de patrén
Rsg Rosiglitazona

RT-gPCR  Retrotranscripcion seguida de reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

S Segundos



Sev
SFB
T. cruzi
TA
Tc
TCR
Thl
Th2
TLR-4
TLRs
TZD
He
pul
13-HODE
9-HODE

Severos

Suero fetal bovino

Trypanosoma cruzi

Tejido adiposo

Infectado

receptor para el antigeno de los linfocitos T
Linfocitos cooperadores de tipo 1
Linfocitos cooperadores de tipo 2
Receptor tipo toll 4

Receptores tipo toll
Tiazolidinedionas

Microgramos

Microunidades de insulina
13-hidroxioctadecadienoico

9-hidroxioctadecadienoico



iINDICE

A. Introduccion
A.1. Enfermedad de Chagas
A.1.1. Generalidades
A.1.2. Formas clinicas
A.1.2.1. Manifestaciones agudas
A.1.2.2. Manifestaciones crénicas
A.2. Agente etioldgico: T. cruzi
A.2.1. Ciclo de vida
A.2.2. Modo de transmision
A.3. Respuesta inmune en la infeccidn con T. cruzi
A.3.1. Conceptos generales
A.3.2. Inmunidad innata
A.3.2.1. Principales mediadores involucrados en la resistencia al parasito
A.3.3. Inmunidad adaptativa
A.4. Regulacién de la respuesta inmune y eje hipotdlamo-pituitario-adrenal
A.4.1. Generalidades
A.4.2. HPA y Enfermedad de Chagas
A.5. Metabolismo y tejido adiposo (TA)
A.5.1. Generalidades
A.5.2. EI TA como un érgano enddcrino e inmunoldgico
A.5.3. Leptina
A.5.4. Adiponectina
A.5.5. TAy Enfermedad de Chagas
A.5.6. Metabolismo y Enfermedad de Chagas
A.6. PPAR-y
A.6.1. Generalidades
A.6.2. PPAR-y en la infeccidn por T. cruzi
B. Objetivos
B.1. Objetivo general
B.2. Objetivos especificos

C. Materiales y métodos

N o o o u A B W N R R R =

N N N N N N N N R R R R R R R R R 4@
N O o o A N N O O 0 oo 1 » A A N N O



C.1. Animales e infeccién experimental

C.1.1. Parasitemia, peso corporal y sobrevida

C.1.2. Tratamiento con agonistas de PPAR-y

C.1.3. Histologia

C.1.4. Obtencién de Mfs peritoneales y ensayos de fagocitosis

C.1.5. Determinacién de nitritos en el sobrenadante del cultivo de Mfs peritoneales
C.1.6. Analisis citofluorométrico de las subpoblaciones celulares presentes en el TA
C.1.7. Determinacion de los niveles séricos de FNTa, IL-1pB, IL-6, IL-10 y leptina

C.1.8. Determinacién de la glicemia y administracidn de dextrosa

C.1.9. Determinacidn de triglicéridos y colesterol

C.1.10. Determinacidn de perfil enzimatico

C.1.11. Determinacidn de factores inmuno-metabdlicos en TA murino por
retrotranscripcion seguida de reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real (RT-gPCR)
.2. Estudios en individuos chagasicos

C.2.1. Medidas antropométricas

C.2.2. Obtencion de plasma y cuantificacidon de hormonas, citocinas y adipocitocinas
C.2.3. Determinacién de la glicemia y estimacién de la insulinorresitencia

C.2.4. Aislamiento de las células periféricas mononucleares

C.2.5. Determinacién de receptores de factores inmuno-metabdlicos por RT-qPCR en

células periféricas mononucleares de pacientes con Enfermedad de Chagas

C.3. Analisis estadistico

Resultados

D.1. Modelo experimental agudo

D.1.1. Descripcion del modelo experimental

D.1.2. Evaluacién del efecto inmuno-metabdlico del tratamiento in vivo con agonistas
de PPAR-y: Impacto sobre el curso de la infeccién experimental y el TA

D.1.3. Efecto del tratamiento con agonistas de PPAR-y sobre el curso de la infeccidn
D.1.4. Efecto de los agonistas sobre los niveles plasmaticos de glucosa, leptina,
triglicéridos y colesterol

D.1.5. Efecto del tratamiento con agonistas de PPAR-y sobre el perfil enzimatico
D.1.6. Efectos de los tratamientos con agonistas de PPAR-y sobre el TA epididimal
D.2. Evaluacion del perfil inmuno-metabdlico de pacientes con Enfermedad de Chagas

cronica y su relaciéon con el desarrollo de miocardiopatia chagasica

27
27
28
28
28
29
30
31
31
31
32
32

33
34
35
36
36
36

37
39
39
39
42

42
43

45
45
53



D.2.1. Descripcién de la poblacién en estudio
D.2.2. Evaluaciones bioquimicas
D.2.3. Evaluacion del estado metabdlico
D.2.4. Evaluacidon de mediadores inmuno-enddcrinos en la poblacién en estudio
D.2.5. Evaluacidn de la expresion de transcriptos de PPAR-y y receptores de citocinas
en células periféricas mononucleares provenientes de pacientes con Enfermedad de
Chagas crénica
D.2.6. Correlaciones y Analisis discriminante de las variables inmuno-metabdlicas
E. Discusion y Conclusiones
E.1. Interrelaciones inmuno-endécrinas y metabdlicas en la infeccidn aguda
experimental causada por T. cruzi
E.2. Interrelaciones inmuno-enddcrinas y metabdlicas en la Enfermedad de Chagas
cronica humana
E.3. Conclusién general

F. Bibliografia

53
53
55
59
64

66
69
69

78

84
86



[ntroduccion




A. INTRODUCCION

A.1. ENFERMEDAD DE CHAGAS

A.1.1. Generalidades

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una enfermedad infecciosa causada por el
parasito protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi). El reporte mas antiguo de infeccion humana por T.
cruzi data de 9000 afios atrds, ya que mediante técnicas de PCR, se ha detectado acido
desoxirribonucleico (ADN) del parasito en momias pertenecientes a una poblacion que habitaba el

desierto de Atacama®.

Esta enfermedad es endémica en 21 paises del area continental de América Latina. Sin embargo, en
los ultimos afios ha aumentado la deteccidn de casos en los Estados Unidos, Canad3, varios paises de
Europa y la costa este del Pacifico, debido a la elevada emigracién de personas desde América Latino

al resto del mundo?.

Con una incidencia anual de 28.000 casos en la regién de las Américas, la enfermedad de Chagas
afecta alrededor de 8 millones de personas y provoca, en promedio, alrededor de 12.000 muertes al
afio. Se estima que 65 millones de personas viven en areas de exposicion y estan en riesgo de

contraer esta enfermedad 3.

A.1.2. Formas clinicas

En el hombre, la infeccion con T. cruzi incluye una fase aguda y otra crénica. La fase crdnica se divide
en una fase sin sintomatologia aparente y otra sintomatica que se caracteriza por el desarrollo de la

Ilamada miocarditis chagasica crénica (MCC) o de las megavisceras. Estas ultimas sélo se presentan



en alrededor del 30% de los infectados. Cabe aclarar que los individuos con enfermedad crénica

sintomatica no siempre han presentado un cuadro agudo claramente visible en la etapa inicial.

A.1.2.1. Manifestaciones agudas

La fase aguda esta precedida por un periodo de incubacién de cuatro a ocho semanas. Suele pasar
inadvertida o bien presentar fiebre y adenopatias generalizadas *. Esta fase de la infeccién es
generalmente autolimitada y sus manifestaciones clinicas no son especificas, por lo cual la mayor
parte de los casos transcurren sin diagnosticarse y se resuelven dentro de los tres meses

subsiguientes.

En las regiones endémicas, un bajo porcentaje de los individuos infectados manifiestan signos
clinicos en el sitio de entrada del parasito, designado como "chagoma de inoculacion"; que de
producirse en la zona ocular recibe el nombre de Signo de Romaiia. También se puede observar
malestar general, fiebre, adenopatia local y regional y hepato-esplenomegalia leve. Un bajo nimero
de infectados puede presentar un cuadro severo con miocarditis y/o meningoencefalitis, las cuales
suelen ser eventualmente fatales °. Sin tratamiento, la enfermedad aguda sintomatica dura semanas
o meses y el indice de mortalidad varia entre el 5y el 10 %. A diferencia de la infeccidn vectorial, |a
fase aguda de la infeccidn oral suele ser muy sintomatica y con mayor grado de letalidad, tal como se
evidencia en los numerosos brotes que han tenido lugar recientemente en Brasil y otros paises de la

regién &8,

En esta etapa inicial de la infeccién se detectan pardsitos intracelulares en los tejidos afectados,
principalmente en forma de nidos de amastigotes. Asimismo, el parasito es facilmente detectable en

sangre, ya sea por observacion directa o cultivo in vitro de la misma.

La mayoria de los estudios de la fase aguda se han realizado en modelos animales, dado que

generalmente en humanos esta etapa pasa desapercibida. El modelo mas utilizado para el estudio de



esta enfermedad es el raton, en parte debido a que es una de las especies mejor estudiadas desde el
punto de vista inmunoldgico. El curso de la infeccidon aguda experimental varia de acuerdo con la
cepa del parasito empleada, la cepa del ratén, la edad, el sexo, el nimero de parasitos y la via de
inoculacidn. Las cepas de T. cruzi patégenas en general presentan una enfermedad aguda de elevada
mortalidad que llega a 100% en las cepas de ratdn susceptibles®. Sin embargo, y dado que en general
la infeccién aguda no suele ser fatal (a excepcién de la infeccion oral), estos modelos no pueden ser
considerados una reproducciéon fiel del curso de la infeccidn en humanos, pero son utiles para
estudiar la respuesta inmuno-enddcrina y metabdlica y su interrelacidon durante esta etapa, ya que

de otro modo no seria posible.

A.1.2.2. Manifestaciones cronicas

Una vez transcurrido el periodo agudo, en el cual se ha desarrollado una respuesta inmune
especifica, la sintomatologia desaparece y se produce la depuracidn de los pardsitos en circulacién. El
Unico signo que evidencia la infeccién en estos sujetos es la positividad de las pruebas seroldgicas. En
el 95 % de los casos crénicos, las pruebas de determinacién de anticuerpos especificos contra el

parasito (ELISA, hemaglutinacién indirecta o inmunofluorescencia), son positivas.

Luego de 10 a 30 afios, periodo en el cual el individuo no ha presentado ninguna sintomatologia,
aproximadamente un 30% de los pacientes manifiesta los signos y sintomas de la enfermedad de
Chagas crénica. Estos se presentan fundamentalmente como una disfuncién cardiaca o
gastrointestinal 1°. En nuestro pais es comun la MCC, mientras que en Brasil, ademés de la MCC
frecuentemente también se observan megavisceras (megacolon y el megaeséfago). La MCC es la
manifestacion clinica mds severa de la Enfermedad de Chagas y es la causante de la elevada
mortalidad!!. La MCC se caracteriza por una miocarditis crénica progresiva, fibrosante, que lleva a la
dilatacion de las cuatro cavidades. Finalmente los fendmenos resultantes del dafio miocardico son:
alteraciones de la motilidad de cardcter segmentaria y global, arritmias y trastornos de conduccién

(por lesiones del sistema excito-conductor), incompetencia de las véalvulas e insuficiencia cardiaca 2.

3



Por lo tanto el paciente con MCC puede presentar episodios de arritmias si predominan las lesiones
del sistema excito-conductor, o evidenciar un cuadro clinico de insuficiencia cardiaca si las lesiones se
dan preferentemente a nivel del miocardio contractil, o bien pueden observarse ambas situaciones

clinicas al mismo tiempo *.

Se proponen cuatro mecanismos patogénicos principales para explicar el desarrollo de la MCC:
disautonomia cardiaca, alteraciones microvasculares, dano miocardico inducido en forma directa por
el parasito y dafo mediado por mecanismos inmunoldgicos. En este Ultimo caso, el dafio podria
producirse ya sea por la respuesta inmune montada contra el parasito o bien por mecanismos

autoinmunes®3.

A.2. AGENTE ETIOLOGICO: T. cruzi

A.2.1. Ciclo de vida

Los tripanosomatidos modifican su morfologia en los distintos estadios de su ciclo de vida. En
particular, T. cruzi presenta varias formas morfolégicas, que varian segun se esté desarrollando en un

huésped invertebrado (insectos) o en un vertebrado (mamiferos) 4.

El ciclo comienza cuando un insecto infectado se alimenta de la sangre de un individuo sano, y al
mismo tiempo, libera heces que contienen tripomastigotes metaciclicos. Los parasitos ingresan al
individuo por la piel a través de la herida resultante, ya sea por rascado de la picadura o bien a través
de mucosas (conjuntivas, mucosa oral o gastrointestinal). Una vez que el parasito ha ingresado al
huésped, invade las células cercanas al sitio de entrada, en donde se diferencia a la forma
amastigote. Los amastigotes se multiplican por fisidén binaria hasta lisar la célula que los contiene, se
diferencian en tripomastigotes, alcanzan el torrente sanguineo y el sistema linfatico. Estos

tripomastigotes pueden infectar diversos tejidos para nuevamente transformarse en amastigotes.



Los vectores, llamados vinchucas en nuestro medio, se infectan cuando se alimentan de la sangre de
un animal o un ser humano que presentan tripomastigotes circulantes. Una vez ingeridos, se
transforman en epimastigotes en el intestino medio del vector, alli se multiplican y luego en el
intestino posterior se diferencian a tripomastigotes metaciclicos. El ciclo se completa cuando el

vector infecta a un nuevo individuo®.

A.2.2. Modo de transmision

T.cruzi es un parasito que se transmite comunmente a través de las heces infectadas de los insectos
triatominos hematdfagos. En Argentina, el vector principal es Triatoma infestans®®. Tal como se
comentd anteriormente, luego de alimentarse de la sangre del individuo, los tripomastigotes son
liberados en las heces del insecto. El parasito puede ingresar por heridas en la piel generadas al

rascarse, asi como por las mucosas o membranas conjuntivas®’.

La transmisién también puede darse por otros mecanismos, como la transmisién vertical de madres a
hijos o congénita, la ingestidon oral, las transfusiones de sangre o los transplantes de érganos
infectados. La transmisidn por via transfusional y por transplante es un serio problema en paises no
endémicos debido a la alta tasa de inmigracidon de personas desde América Latina. Dado que la
mayoria de las personas infectadas son asintomaticas y pueden no ser conscientes de su situacion,
estos representan un problema para los bancos de sangre de estos paises, donde habitualmente no

se realiza el control seroldgico correspondiente®.

La infeccidén oral es la via de infeccién natural menos estudiada, pero no menos importante, la cual
suele cursar en forma agresiva. Informes recientes muestran brotes a gran escala causados por la

ingesta de alimentos o bebidas contaminados por el parasito®2.

La transmision congénita ocurre en un 5% de los niflos nacidos de madres cronicamente infectadas.

En este caso también se ha descripto que el riesgo de contagio depende de varios factores tales



como la virulencia del parasito, la carga parasitaria, la cepa y el estado inmunolégico de la madre.
Considerando que el tratamiento anti-parasitario es efectivo si se realiza entes del afo de edad es de

suma importancia el diagndstico de las madres y sus bebés?,

A.3. RESPUESTA INMUNE EN LA INFECCION CON T. cruzi

A.3.1. Conceptos generales

Dado que T. cruzi es un parasito que ademas de replicarse dentro de las células también exhibe
formas circulantes, el control de la infeccidn requiere de la participacidn de distintas poblaciones de
células inmunocompetentes, tales como macréfagos (Mfs), células natural killer (NK) y linfocitos Ty
B. Segun los hallazgos que se obtuvieron principalmente en modelos experimentales murinos, la
resistencia a la infeccioncausada por T. cruzi requiere de la mayoria de los mecanismos efectores

inmunolégicos conocidos?*%,

A.3.2. Inmunidad innata

La inmunidad innata, constituida por factores solubles, proteinas y células especializadas es la
primera linea de defensa. En una primera etapa de la infeccion causada por T. cruzi, actian los
mecanismos de reconocimiento de la inmunidad innata, llamados receptores de reconocimiento de
patrones (RRP), los que permiten detectar sobre el pardsito ciertas estructuras llamadas patrones
moleculares asociados a patdgenos (PMAP). Dentro de los RRP, los receptores tipo Toll (TLRs),
contribuirian al reconocimiento parasitario y a su posterior eliminacién. De esta forma, los Mfs y
otras células reconocen moléculas de los tripomastigotes metaciclicos infectivos y desencadenan la

24,25

respuesta anti-parasitaria . Las primeras células en ser parasitadas son los Mfs del sitio de

entrada, los cuales pueden destruir al parasito o bien permitir que se multipliquen en su interior?*%,



Posteriormente, una vez que el pardsito ha cumplido su ciclo intracelular y las células hospedadoras
son lisadas, sobrevienen fendmenos inflamatorios inespecificos, en los cuales participan inicialmente
las células polimorfo-nucleares, eosindfilos y luego las células mononucleares, con generacién de
edema. A partir de este foco primario de infeccidn, el pardsito se disemina y las lesiones
inflamatorias observadas durante este periodo estdn relacionadas con los nidos de amastigotes

destruidos.

En lo referente al miocardio, se observan fibras musculares disociadas por la presencia del infiltrado
inflamatorio y en las lesiones muy intensas, suelen constatarse focos de necrosis. Las células
musculares cardiacas parasitadas participan activamente en la respuesta hacia el pardsito dado que
producen compuestos capaces de destruir a los mismos %¢. También se ha constatado destruccién
neuronal a nivel del sistema nervioso auténomo. En la mayoria de los casos, los fendmenos

inflamatorios involucionan hacia finales de la fase aguda.

A.3.2.1. Principales mediadores involucrados en la resistencia al pardsito

Las citocinas son moléculas secretadas por las células inmunocompetentes, cuya funcién es regular la
respuesta inmune. Estas pueden activar o inhibir tanto la proliferacién como la diferenciacion de
varias poblaciones celulares. Las principales citocinas involucradas en la respuesta hacia T. cruzi son
el interferén gamma (IFN-y), el Factor de Necrosis tumoral alfa (FNT-a), la interleucina (IL-6) y la
interleucina 10 (IL-10). La produccién de dxido nitrico (NO) también esta involucrada en la respuesta

hacia el parasito.

IFN-y

En los modelos experimentales de infeccidon chagdsica se ha observado una elevada produccién de
IFN-y*’. En los primeros estadios de la infeccion experimental,su sintesis es llevada a cabo

principalmente por las células NK*?°y, mas tarde, durante la respuesta adaptativa, son las células



Th1 las que secretan activamente este mediador®=°,

Una serie de estudios experimentales, han puesto en evidencia que el IFN-y tiene un claro efecto
protector, ya que su administracion a ratones infectados reduce visiblemente la severidad de la
enfermedad aguda como asi también la mortalidad y la inmunosupresion que acompafia a la misma
31, Asimismo, la administracién de anticuerpos monoclonales que bloquean al IFNy ocasiona que
animales resistentes a la infeccidn se vuelvan susceptibles a la misma3'32, En lineas generales, el IFN-
y s6lo o en forma sinérgica con el FNT-a, aumenta la transcripcion de la 6xido nitrico sintasa

inducible (iNOs) responsable de la sintesis de NO, mediador con actividad antiparasitaria 3334,

FNT-o

El FNT-a es una de las principales citocinas involucradas en la resistencia hacia el parasito, que ejerce
accion desde fases tempranas de la infeccion. No obstante, su participaciéon en el control de la
infeccidn no es siempre beneficiosa. La controvertida participaciéon del FNT-a en distintos modelos
experimentales con T. cruzi se evidencia por la presencia de efectos tanto protectores como
perjudiciales *78, Entre los principales efectos perjudiciales, este mediador, estaria involucrado en el

dafio tisular cardiaco.

La utilizacion de animales deficientes en el receptor de FNT-a de tipo 1 (FNT-R1) puso de relieve el
efecto protector de esta citocina, ya que al ser infectados con T. cruzi, presentaron parasitemias muy
elevadas y una mayor mortalidad que los ratones “wild type” infectados®**°. Resultados similares se
hallaron en animales transgénicos que expresaban un receptor soluble capaz de neutralizar al FNT-a
41 Por el contrario, los estudios donde se empled el tratamiento con anticuerpos bloqueadores anti-
FNT-a, o bien tratamientos de desensibilizacién con LPS han demostrado que esta citocina también
puede ejercer acciones nocivas para el huésped 4243, Esta aparente dualidad del FNT-a. podria no
so6lo deberse a la concentracion en circulacién alcanzada por este mediador, que en caso de ser

excesiva, llevaria a un cuadro de caquexia y colapso circulatorio %2, sino también a la etapa en la que



es producido y a la presencia o ausencia de otras citocinas que pudiesen potenciar o inhibir su
efecto. Con respecto a esto ultimo, se comprobd que el IFN-y o la IL-1B poseen un efecto sinérgico

hacia el FNT-a en la resistencia del huésped contra el parésito *°.

IL-6

La IL-6 es una citoquina pro-inflamatoria importante en la respuesta frente a patégenos*. La
infeccidn con T. cruzi conlleva un aumento en los niveles de IL-6 en forma paralela al aumento de
parasitos circulantes®**. A su vez, se reportd que ratones deficientes de IL-6 (IL-6 -/-) fueron mas
susceptibles a la infeccidn y presentaron parasitemias considerablemente mayores que los ratones

“wild type”*®. Por lo tanto, la IL-6 mediaria una respuesta protectora frente al parasito.

IL-10

Al igual que con el resto de las citocinas, la presencia de IL-10 coincide con el aumento de parasitos
en circulacidn. Se sabe que la IL-10 puede inhibir la produccién de IFN-y dependiente de las células T,
como asi también la sintesis de citocinas inflamatorias, entre ellas FNT-a y la producciéon de NO por
parte de los Mfs*#8 En el caso de la infeccion experimental con T. cruzi, algunos estudios han
demostrado que IL-10 produce un agravamiento de la enfermedad, ya que disminuye la actividad
tripanocida y la producciéon de FNT-o. por parte de los Mfs activados®>. Contrariamente, se ha
observado que la infeccidon en ratones deficientes en IL-10 cursa con una baja carga parasitaria, no
obstante, y debido a la falta de control sobre la respuesta inflamatoria que causa la carencia de esta
citocina, los animales presentan una marcada letalidad *°. Asimismo, un estudio mas reciente,
sugiere que la producciéon temprana de IL-10 estaria asociada a un mejor control de la respuesta

inflamatoria generada por la parasitosis *°.



NO

La produccién de NO a cargo de la enzima Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNOs) es un factor esencial
para la contencion del T. cruzi por parte de los Mfs3*°1>2 E| NO acta como agente citotdxico sobre el

pardsito por interaccion con el metabolismo energético de los mismos °3.

El tratamiento con inhibidores de la produccion de NO o la deficiencia de la iNOS da lugar a una
parasitosis exacerbada >*°*. Ademads, el NO producido durante la fase aguda puede inducir la
apoptosis delos esplenocitos, por lo cual actuaria también como un factor relevante en el cuadro de

inmunosupresion que suele estar asociado a esta fase °.

A.3.3. Inmunidad adaptativa

Las células de la inmunidad adaptativa reconocen a los patégenos de forma especifica y a su vez
presentan memoria. Las células responsables de estos mecanismos son los linfocitos Ty los linfocitos
B. El reconocimiento especifico, se basa en la existencia de receptores para el reconocimiento de
antigenos (Ags) presentes en los linfocitos, tales como las inmunoglobulinas (lgs) de superficie de las

células B (BCR) y el receptor para el antigeno de los linfocitos T (TCR)®.

Los linfocitos T maduros se subdividen en dos clases principales, segin expresen uno de los dos co-
receptores CD4 o CD8. Las sefiales generadas por la inmunidad innata que reciben los linfocitos T
CD4+ “naive” al momento del reconocimiento antigénico les permiten diferenciarse hacia linfocitos
cooperadores de tipo 1 (Th1) productores de IFN-ye IL-2, los cuales favorecen una respuesta de tipo
celular por los linfocitos T CD8* citotéxicos, o hacia linfocitos cooperadores de tipo 2 (Th2)
secretores de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 los que cooperan con los linfocitos B en su diferenciacién y

proliferacion e incluso a otros tipos tales como Th17, Th23 y T reguladores>®.

Tanto en seres humanos como en modelos in vivo de infeccidon chagdsica se ha documentado que en

las primeras semanas post-infeccion (pi) se produce una activacién policlonal de células Ty B >,

10



Esta activacidn es seguida por una etapa de inmunosupresién caracterizada por la disminucién de IL-
2 y de su respectivo receptor (IL-2R). Esta inmunosupresion favoreceria al parasito tanto en el
proceso de invasidon como en el de persistencia >°. La presencia de células T en esta tripanosomiasis
no sélo es esencial para la cooperacidn con las células B en la produccion de anticuerpos especificos,
sino también para la provisidon de las citocinas que estimulan la destruccién intracelular de los

parasitos.

Linfocitos T

Una respuesta inmune eficaz hacia el parasito requiere de los linfocitos T CD4* cooperadores y de los
T CD8* citotdxicos. Esto se puso de manifiesto mediante la utilizacion de ratones deficientes en
linfocitos CD4* o CD8, los cuales presentan un marcado aumento en la susceptibilidad a la infeccién

con T. cruzi %°-52,

Los linfocitos Th1 son la principal fuente de IFN-y una vez desarrollada la respuesta adaptativa. La
secrecién de IL-2 e IFN-y por los linfocitos Th1 permite la diferenciacion y activacion de los linfocitos
CD8* en células con capacidad citotdxica, necesarias para la eliminacién de los parasitos
intracelulares. Si bien la respuesta Th1 protege al huésped de la infeccidon, también estd relacionada
con el dafio tisular observado debido al incremento de mediadores inflamatorios . En este contexto,
pacientes que desarrollan MCC presentan una respuesta de tipo Thl mas intensa en comparacién
con los asintomdticos, con mayor nimero de linfocitos productores de INF-y en circulaciéon y con
menor nimero de células T reguladoras productoras de IL-10%+%°, A su vez se observa también mayor

produccion de INF-y y FNT-a en el infiltrado inflamatorio del corazén de pacientes con MCC®.

Linfocitos B

Durante la primera semana pi, la respuesta inmune especifica todavia no es importante, pero a

medida que el parasito se multiplica comienza a desarrollarse la produccién de anticuerpos. La
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activacion policlonal de células B da como resultado un aumento de la sintesis de inmunoglobulinas

de todos los isotipos, aunque muy poco de lo inicialmente secretado es especifico para el parasito.

En la etapa aguda se han detectado IgG e IgM especificas®®®’. Los anticuerpos participarian en la
resistencia natural contra el pardsito y son los responsables de la disminucién de los niveles de
parasitemia al final de la fase aguda ®7°, En este contexto, la mayor parte de los anticuerpos que se
producen estdn relacionados con la inmunidad especifica protectora, ya que los mismos son capaces
de atenuar el desarrollo de enfermedad al ser transferidos a ratones receptores sin tratamiento

alguno .

A.4. REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE y EJE HIPOTALAMO-PITUITARIO-ADRENAL

A.4.1. Generalidades

La respuesta inmune que tiene lugar durante un proceso infeccioso, es regulada a diferentes niveles.
Un primer nivel de control lo lleva a cabo el propio sistema inmune, mediante citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 y TGF-B, células reguladoras y supresoras. Una segunda instancia de control
estd vinculada al componente neuro-enddcrino, el cual es ejercido por el sistema nervioso central a
través de la activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) y del sistema nervioso simpatico.
Ambos sistemas, inmune y neuroenddcrino, se hallan intimamente vinculados tanto en forma

anatdmica como funcional. Los érganos linfoides primarios y secundarios se hallan inervados 7>73

y
ademas se han encontrado receptores para neurotransmisores en células del sistema inmune, lo cual
implica que los productos neuroenddcrinos son capaces de influir sobre la respuesta inmune 74, Se
sabe que algunos agentes neuroenddcrinos son capaces de afectar la expresiéon de moléculas del

complejo mayor de histocompatibilidad, como también de desbalancear una respuesta de tipo Thl

hacia una de tipo Th2 ">77. A su vez, la capacidad de las citocinas pro-inflamatorias de inducir los
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sintomas de enfermedad y de activar el eje HPA 7®7° constituyen, de igual forma, importantes
mecanismos a través de los cuales el sistema inmune influye sobre la actividad del sistema
neuroenddcrino. Sumado a ello, se ha demostrado que un gran nimero de citocinas se expresan en

el cerebro, lo cual agrega un nuevo nivel de complejidad a la regulacién neuro-inmuno-endécrina 8-

82

En condiciones basales, la secreciéon de glucocorticoides (GCs) se realiza de acuerdo a un ritmo
circadiano y el estrés constituye el mayor estimulo para el incremento en su secrecidén. Durante una
respuesta de estrés ante un agente infeccioso, el eje HPA puede activarse por citocinas pro-
inflamatorias como la IL-1B, el FNT-a y la IL-6, con el consiguiente incremento en los niveles
circulantes de GCs’. Estas citocinas aumentan la expresion de la hormona liberadora de
corticotrofina (CRH) en el hipotdlamo y también de la hormona adrenocorticotrofa (ACTH)en la
pituitaria. La corteza adrenal responde a la ACTH aumentando los niveles circulantes de GCs (cortisol
en seres humanos y corticosterona en roedores). Este aumento en los niveles de GCsconduce a una
inhibicion de la respuesta celular ya la inhibicién de la produccidn de citocinas pro-inflamatorias 8324,
Ademas de desbalancear las respuestas de tipo Thl hacia una de tipo Th2, también pueden reducir la

sintesis de anticuerpos debido a una disminucién en la presencia de citocinas vinculadas a la

respuesta humoral &,

La respuesta fisiolégica de estrés agudo es considerada vital como mecanismo de defensa y
restauracién de la homeostasis, mientras que la exposicién crdnica a factores de estrés desencadena
una estimulacion persistente que lleva a un estado de hipercortisolemia que desempefia un papel
fisiopatoldgico en el desarrollo de una variedad desérdenes relacionadas con el estrés crénico:
reproductivos, inmunoldgicos y metabdlicos, entre otras®. En seres humanos (no asi en roedores), el
estrés cronico también suele asociarse a la disminucion progresiva de la produccién de las hormonas
dehidroepiandrosterona (DHEA) y su éster sulfato (DHEA-S), las que pueden actuar como

antagonistas funcionales de los efectos de los GCs®”8°. Por este motivo, la desregulacion crénica del
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eje HPA también suele evidenciarse por un incremento en la relacién GCs/DHEA®®L, La evidencia
disponible hasta el momento sugiere que este aumento influye negativamente en el balance del
equilibro pro y anti-inflamatorio y que el establecimiento de un estado hiperglicémico podria ser

causado por el desequilibrio de los niveles de cortisol y DHEA%%927%5,

En resumen, la comunicacidn bidireccional entre las células del sistema inmune y el eje HPA ejerce
una funcidn protectora ya que una inadecuada activacién de este circuito predispone a reacciones

inmunes patoldgicas y desérdenes enddcrino-metabdlicos® .

A.4.2. HPA y Enfermedad de Chagas

Estudios previos de nuestro grupo a nivel experimental han demostrado una intensa activacién del
eje HPA durante la infeccion aguda. La cinética de esta activacion es cepa dependiente y condiciona

99,100 - Resultados similares han sido

fuertemente la susceptibilidad/resistencia a la infeccion
reportados por otros grupos, los que sefialan que IL-6 podria estar relacionada con la activacion a

nivel central de dicho eje durante el curso de la infeccién®?.

Por otra parte, estudios previos realizados en nuestro Instituto en un pequefio grupo de pacientes
con Enfermedad de Chagas crénica, muestran que los individuos con miocarditis severa presentan un

desbalance en la relacién GC/DHEA-s asociado a un marcado ambiente pro-inflamatorio 2.

A.5. METABOLISMO y TEJIDO ADIPOSO (TA)

A.5.1. Generalidades

Hasta hace unos afios, el TA era considerado como un érgano relativamente inerte y estatico
especializado en el almacenamiento y liberaciéon de lipidos. Esta visiéon sobre el TA comenzd a

cambiar luego del descubrimiento de la leptina, una hormona-citoquina producida por el mismo. En

14



la actualidad, el TA es considerado como un importante érgano enddcrino con capacidad de producir
y liberar un gran ndmero de moléculas bioactivas que intervienen en la regulacién de diversos
procesos 193104 | a5 células que predominan en el TA son los adipocitos. Estas células son capaces de
liberar una gran cantidad de metabolitos y de controlar los niveles de lipidos a nivel local y sistémico.
La alimentacién estimula vias lipogénicas y el almacenamiento de triglicéridos en el TA, mientras que
en periodos de ayuna se inducen vias lipoliticas, promoviendo la liberacién de acidos grasos '%. Sin
embargo el TA no esta formado solamente por adipocitos, sino que hay otros tipos celulares que
intervienen en el mantenimiento de su arquitectura y funcidn, como células endoteliales,
fibroblastos, precursores de adipocitos, Mfs y linfocitos . Existen tres clases de TA: blanco, marrén
y beige, los cuales difieren en su origen, morfologia y funcidn. Mientras que el TA blanco es el mds
abundante y se especializa en el almacenamiento de energia en forma de triglicéridos, el TA marrén
se especializa contrariamente en la disipacién de la energia en forma de calor %7719, Por otro lado, se
denomina beige a aquellos adipocitos que surgen en el TA blanco luego de estimulos termogénicos,
como una exposicion prolongada al frio y tendrian una funcién en el mantenimiento de la

temperatura a través de la disipacion de la energia en forma de calor 1011,

A.5.2. EI TA como un drgano enddcrino e inmunoldgico

El TA puede participar de la respuesta inmunoldgica de forma directa a través de mecanismos
mediados por las células inmunes residentes en el mismo, e indirectamente a través de la secrecion
de mediadores inflamatorios denominados adipocitocinas. De manera tal que las adipocitocinas se
pueden definir como citocinas producidas por el TA. Entre las principales adipocitocinas se
encuentran la leptina y adiponectina, que si bien pueden ser liberadas por otros tejidos, son
producidas mayoritariamente en el TA. Estos dos mediadores intervienen tanto en la regulacién
metabdlica como del sistema inmune. El TA produce también otras adipocitocinas, como por ejemplo

FNT-a, IL-6, IL-10 si bien no representa la fuente principal de las mismas 12,
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A.5.3. Leptina

Es un polipéptido de 146 aminoacidos sintetizado fundamentalmente por los adipocitos!!®. Esta
hormona es ampliamente reconocida como un elemento clave en la regulacién de multiples procesos
fisioldgicos que incluyen la homeostasis energética y la respuesta inmune**!>, La leptina actia
mediante la unidon a su receptor ObR. Mediante “splicing” alternativo se producen 6 isoformas del
receptor (ObR a-f). Salvo la isoforma ObRe, que es un receptor soluble, las restantes isoformas
presentan dominios extracelular y transmembrana idénticos. La isoforma ObRb se considera la mas
relevante funcionalmente, es la predominante en hipotdlamo y es la Unica que posee un dominio
intracelular largo capaz de transducir sefiales y mediar la mayoria de las funciones bioldgicas de Ia
leptina. La unién de la leptina a ObRb lleva a la activacion de diferentes cascadas de sefalizacién en
las que intervienen kinasas del tipo JAK/STAT, ERK e IRS/PI3K'®!7 E| resto de las isoformas poseen
colas intracelulares cortas. Se ha propuesto que podrian mediar algunas funciones no tan descriptas,
no a nivel central sino principalmente a nivel periférico %8, La isoforma soluble ObRe no tiene un
rol en la sefalizacién pero seria importante en la regulacién de la cantidad de leptina en

circulacién®®.

En su rol de hormona, la leptina es un importante regulador a nivel central del apetito, el peso
corporal y la disponibilidad energética. En condiciones fisioldgicas, la cantidad de leptina producida
por el TA estd directamente relacionada con la masa de dicho tejido !%°. Durante un estado de
inanicién, los niveles de leptina disminuyen, permitiéndole al huésped conservar su energia a través
de la reduccidn del metabolismo. Por el contrario, niveles elevados de leptina disminuyen la ingesta e
incrementan el gasto energético y la lipdlisis 12'?2, La induccién del aumento en los niveles de leptina
por un corto periodo de tiempo formaria parte de los mecanismos adaptativos que el organismo
pone en marcha para prevenir las alteraciones metabdlicas ligadas al sobrepeso, mientras que de
sostenerse a largo plazo, genera resistencia y dafio tisular por estrés oxidativo 23?4, Es por ello que

en individuos obesos, existe resistencia a leptina y los niveles de esta hormona estan elevados. Estos
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hallazgos se condicen con resultados observados en ratones con deficiencia de leptina (ratones
ob/ob) o de su receptor (ratones db/db), en donde se observa un estado de hiperfagia, con reduccion

del gasto energético, diabetes y obesidad 12>12°,

El hecho de que seres humanos y ratones con deficiencia de leptina presenten una respuesta inmune
desregulada y mayor susceptibilidad a las infecciones, es una evidencia de la importante
participacién de la leptina en la regulacién de la respuesta inmune'?’?8, Actualmente la leptina es
considerada una adipocitocina pro-inflamatoria capaz de activar tanto la respuesta inmune innata
como adaptativa. El receptor de leptina ObRb se expresa en las células madre hematopoyéticas y las
células del estroma de la médula ésea producen leptina, por lo que ambas moléculas jugarian un
papel en la maduracién de las células hematopoyéticas'®®. En consistencia con esta observacién los
ratones db/db presentan una linfopoyesis deficiente, lo cual causa una reducciéon del nimero de
linfocitos B y CD4* en periferia '?°. La leptina actia también a nivel timico. La atrofia timica es una
caracteristica comun de los animales con deficiencia de leptina o su receptor: el nimero de timocitos
en estos animales es diez veces menor que los de ratones wild type y proliferan significativamente
menos al ser estimulados®%3!, La administracion de leptina revierte este proceso, probablemente

interfiriendo con el proceso de apoptosis celular31132,

La leptina actla sobre varias células de la inmunidad innata. Promueve la maduracién y
supervivencia de las células dendriticas y la secrecidn de citoquinas pro-inflamatorias, favoreciendo
el desarrollo de una respuesta adaptativa de tipo Th1!33. En monocitos y Mfs, la leptina estimula la
proliferacion, fagocitosis y produccion de NO vy citocinas pro-inflamatorias!3*. Los ratones db/db
presentan un pool reducido de NK, la leptina favorece su proliferacién, activacién y capacidad
citotdxica'®>%, Esta adipocitocina actia también sobre los neutrdfilos estimulando la quimiotaxis y

produccion de perdxido de hidrégeno!®’.

En la inmunidad adaptativa la leptina promueve la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como

IL-2 e INF-y por parte de los linfocitos T y favorece el establecimiento de la respuesta hacia un perfil
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Th18, Tanto en humanos como animales la deficiencia de leptina produce una disminucién en el
numero de linfocitos T CD4+ y un cambio del perfil de la respuesta de Th1l a Th2. A su vez la ausencia
de leptina resulta en menor captacién de glucosa por parte de los linfocitos T, sugiriendo que la

leptina regula el metabolismo energético de estas células e influencia su estado de activacion®®2.

A.5.4. Adiponectina

La adiponectina es una proteina de 247 aminoacidos producida por el TA'*%0 pyede encontrarse en
circulacién en forma de trimero, hexdmero o multimeros de elevado peso molecular y representa el
0.01% del total de proteinas plasmaticas’*’. La adiponectina es una hormona insulino-sensibilizante,
por lo que la hipoadiponectinemia se relaciona con el desarrollo de resistencia a insulina, diabetes
tipo 2 y obesidad y, a diferencia de la leptina, sus niveles se asocian inversamente a la masa de tejido

1427145 Se han identificado dos receptores para la adiponectina, llamados Receptor de

adiposo
Adiponectina 1 (Adipo-R1) y Receptor de Adiponectina 2 (Adipo-R2). Adipo-R1 se expresa en la
mayoria de los tejidos, pero lo hace en mayor concentracién en el musculo esquelético ya que activa
la via de sefializaciéon de AMPK. Adipo-R2 se expresa mayoritariamente en el higado y se asocia a la
activacidn de PPAR-a'*. Ambos receptores median los efectos metabdlicos de la adiponectina, como
aumento de la oxidacién muscular y hepdtica de acidos grasos, disminucién de la gluconeogénesis en

higado, aumento de la captacion de glucosa y de la acumulacién de lipidos 147148,

Hay muchos estudios que proponen a la adiponectina como una adipocitocina anti-inflamatoria. En
seres humanos se observa una correlacion negativa entre los niveles de adiponectina y la proteina C
reactiva sérica, proteina de fase aguda de gran utilidad clinica ¥*°. A su vez tiene un efecto anti-
inflamatorio sobre las células endoteliales, ya que inhibe la expresién estimulada por FNT-a de las
moléculas de adhesién VCAM-1, selectina-E e ICAM- 1; necesarias para la migracién de células

inmunocompetentes'®®. La adiponectina actia también sobre las células periféricas mononuclares,

2151

las que expresan tanto AdipoR1 como AdipoR2*". Esta adipocitocina puede inhibir la capacidad

K 152

citotdxica inducida por IL-2 en células N como también la produccion de especies reactivas del
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oxigeno por parte de los neutrdfilos 1°3. En los Mfs, la adiponectina favorece el desarrollo de un perfil
M2 (anti-inflamatorio), estimula la liberacion de IL-10 e inhibe la fagocitosis y la secrecién de FNT-a e
IL-6 >*17, Sobre la inmunidad adaptativa, la adiponectina influencia negativamente la funcion de las
células dendriticas, lo que resulta en una disminucidn de la proliferacién de linfocitos T efectores,
mientras que contrariamente, aumenta el nimero de células T reguladoras o supresoras de la
respuesta inmune®®, Ademas, in vitro provoca en forma la disminucién de la proliferacién de

linfocitos T especificos y aumenta su apoptosis **°.

Algunos estudios proponen también un rol inflamatorio para la adiponectina. Se demostré que
puede inducir la activacion de NF-KB vy la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias en monocitos en

cultivo e inducir la expresion de moléculas de adhesién en células endoteliales®%1,

A.5.5. TA y Enfermedad de Chagas

Como se describid anteriormente el TA es un érgano capaz de producir gran cantidad de hormonas y
mediadores inmunoldgicos, por lo que la pérdida de la homeostasis de este tejido puede tener
consecuencias sobre la respuesta inmune y el metabolismo, no solo a nivel local sino también

sistémico.

Los efectos de la infeccién por T. cruzi sobre el TA han sido evaluados principalmente en modelos
animales y existen escasos estudios en seres humanos. Estd bien documentado que T. cruzi infecta
los adipocitos durante la fase aguda y que podria permanecer alli durante la fase crénica, lo que
podria potencialmente afectar la funcionalidad de dicho tejido %13, Alin se desconoce la razén por
la cual el parasito elige el TA para persistir durante la fase crdnica, si bien se propone que dado que la
vida media de los adipocitos es muy larga, esto le permitiria al pardsito pasar extensos periodos de
tiempo en forma intracelular sin afrontar nuevos ciclos de infeccién ni exponerse al sistema inmune,
a la vez de contar in situ con gran disponibilidad de nutrientes®®. Por esta razdn, se sugiere que el TA

podria actuar como un reservorio del parasito durante la fase crénica 4%, Estudios realizados en
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una linea celular de adipocitos infectados in vitro mostraron un claro aumento en la expresién de
citoquinas, quimiocinas y una marcada reduccién en la expresién de adiponectina, revelando que los
adipocitos per se actuarian como una fuente de mediadores inflamatorios durante la infeccién . En
una serie de estudios realizados en animales infectados se observd que el TA es infiltrado por Mfs vy
gue aumenta la expresién de enzimas lipoliticas, de citocinas pro-inflamatorias y de marcadores de
estrés oxidativo, a la vez que disminuye la acumulacion de lipidos, la expresiéon de adiponectina,
PPAR-y y paraddjicamente de leptina, teniendo en cuenta que esta Ultima es considerada una
citocina pro-inflamatoria'®%1%31%’ En trabajos previos de nuestro grupo, corroboramos que los niveles
de leptina disminuyen a nivel tisular, pero también lo hacen a nivel sistémico durante la fase aguda
de la infeccién por T. cruzi*®®. Sin embargo, la administracién de leptina a los ratones infectados,
claramente agravé el cuadro inflamatorio®®®. Durante la infeccidn, el exceso de inflamacién provoca
un incremento de la lipdlisis asociado a una reduccion significativa en la ingesta de alimentos, lo cual
genera un cuadro de caquexia evidente '8 En este mismo modelo, el cuadro coexiste con una
desregulacién del circuito leptina-ObR hipotaldmico'®. Por otra parte, en animales que alcanzan la
fase crdnica de la infeccidn, la morfologia del TA se recupera y el nimero de Mfs disminuye a niveles
semejantes a los de los controles no infectados, sin embargo, la expresidon de algunos mediadores
inflamatorios (FNT-a e IL-6 y marcadores de estrés oxidativo) contindan levemente aumentados, lo
cual sugiere el establecimiento de un proceso inflamatorio subclinico'®?'%’, La persistencia del estado
inflamatorio en el TA podria favorecer el establecimiento de un ambiente inflamatorio sistémico y el

dafio miocardico, en forma analoga a lo que ocurre en la obesidad .

A.5.6. Metabolismo y Enfermedad de Chagas

En los procesos infecciosos suele observarse una reaccion defensiva generalizada que comprende
alteraciones inmunoldgicas, metabdlicas, neuro-enddcrinas y conductuales tales como fiebre,
somnolencia, letargo y anorexia'’®. Este tipo de respuesta es de naturaleza adaptativa e intenta

beneficiar al hospedador ya sea disminuyendo el gasto de energia en funciones que no sean
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necesarias para combatir al agente infeccioso o bien reduciendo la disponibilidad de nutrientes
esenciales para la proliferacion del patégeno!’*'’2, En este contexto, las hormonas y citocinas juegan
un papel activo en la regulacién del metabolismo, incidiendo tanto a nivel central como periférico,
pudiendo provocar la disminucidn de la ingesta y del peso corporal'’3. Considerando que las reservas
energéticas no son un recurso ilimitado y si la infeccion no logra ser controlada ocurrira un déficit
metabdlico que, en definitiva, puede afectar negativamente la respuesta defensiva y, por

consiguiente, el desenlace de la enfermedad *"*.

Los estudios pioneros realizados por Tanowitz y colaboradores mostraron que habria un posible nexo

III

entre el “status” energético y el curso de la infeccion por T. cruzi. Estos estudios advertian que un
ambiente metabdlico desfavorable como el que exhibian ratones diabéticos y deficientes en ObR
(db/db) aumentaba la severidad de la infeccidn por T. cruzi*®’. Asimismo, en trabajos de nuestro
grupo como asi también de otros autores, se observd que la infecciéon aguda cursa con hipoglicemia

d162,168

severa, la cual correlaciona fuertemente con la mortalida , mientras en la fase crdnica se

mantiene un cierto grado de hipoinsulinemia y no presenta indicios de resistencia a insulina®2168,

El papel que las alteraciones metabdlicas tendrian en la patogénesis y agravamiento de la
Enfermedad de Chagas en humanos no ha sido evaluado en profundidad. En un estudio llevado a
cabo en Brasil se observé una mayor prevalencia de diabetes en mujeres que presentaban MCC que
en la poblacién en general. Se ha reportado también que individuos chagésicos residentes en las

) ¥, mientras que individuos

areas endémicas muestran bajo peso corporal (IMC menor a 20
chagasicos que han emigrado a zonas urbanizadas, incluyendo un grupo pequefio de individuos
infectados con T. cruzi que se describe en un trabajo de nuestro grupo, tienden a presentar
sobrepeso e incluso, en algunos casos, obesidad 92176177 Esto podria deberse a una transicidn
nutricional hacia dietas ricas en lipidos combinada con actividad fisica reducida. Cambios en la dieta e

ingesta caldrica y por lo tanto en las concentraciones de adipocitocinas, deberian ser tenidas en

cuenta en la compleja red de patogénica que lleva a la MCC. Cabe destacar que solamente se dispone
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hasta el momento de dos trabajos que evaltdan los niveles de leptina y adiponectina en el contexto

C 178173 Los resultados de uno de estos estudios muestra

de la infeccién y su asociaciéon con la MC
que los pacientes con falla cardiaca avanzada presentan hipoleptinemia, mientras que en el otro no
se reportaron diferencias significativas en los niveles circulantes de esta hormona, pero por el
contrario un aumento en los niveles de adiponectina en pacientes con diferentes formas de MCC
178179 En otra serie de estudios, llevados a cabo tanto en seres humanos como en ratones, se
propone que un indice de masa corporal (IMC) elevado se asociaria a mayor sobrevida, debido a que
presentan una mayor reserva energética para responder a las demandas metabdlicas que impone el

cuadro infeccioso!®181,

A.6. PPAR-y

A.6.1. Generalidades

Los receptores activados por factores de proliferacion peroxisomal (PPARs) son parte de una
superfamilia de receptores nucleares activados por ligando®?. En la actualidad, se conocen tres
PPARs: PPAR-a, PPAR-B/6 y PPAR-y, los cuales actlan uniéndose a secuencias especificas del DNA
denominadas elementos de respuesta a PPARs en la region promotora de los genes blanco. A su vez
existen dos isoformas de PPAR-y: PPAR-y1, que se expresa en la mayoria de los tejidos y PPAR-y2,
cuya expresién en condiciones fisioldgicas se encuentra limitada al TA. Luego de la unién a su
ligando, los PPARs se activan y actuan como factores de transcripcion, promoviendo la transcripcion
de genes involucrados en la adipogénesis, el metabolismo lipidico, la respuesta inflamatoria y el
mantenimiento de la homeostasis metabdlica'®?. La identidad de los ligandos bioldgicos de PPAR-y es
un tema aun en estudio. Los acidos grasos poliinsaturados como el linoleico, oleico y metabolitos
lipidicos, pueden activar PPAR-y asi como a los otros PPARs'®18> Ciertos prostanoides como la

prostaglandina 15-deoxy-A12,14-)2 (PGJ) son excelentes activadores de PPAR-y, pero es improbable
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que a los niveles que PGJ se encuentra in vivo, sea un ligando biolégicamente significativo'®1®’,

Asimismo, se propone que los acidos grasos oxidados como los acidos 9-hidroxioctadecadienoico (9-
HODE) y 13-hidroxioctadecadienoico (13-HODE), que estan presentes en las lipoproteinas de baja

densidad oxidadas, actian también como ligandos bioldgicos de PPAR- y*2,

Entre los ligandos sintéticos mas reconocidos se encuentran las tiazolidinedionas (TZD), tales como la
rosiglitazona (Rsg) y la pioglitazona, las que son utilizadas en el tratamiento de la diabetes tipo Il por
su capacidad de reducir los niveles de glucosa y aumentar la sensibilidad a la insulina'®®!®, Se cree
que los efectos de las TZD sobre el TA son los principales responsables de sus efectos terapéuticos.
La activacion de la expresion de los genes target de PPAR-y en el TA aumentaria su capacidad de
almacenar acidos grasos y como resultado disminuiria la acumulacién de los mismos en otros tejidos
como el musculo esquelético y el higado, donde tienen efectos negativos sobre la sensibilidad a la
insulina®®!%2, Otro mecanismo propuesto implica que la activaciéon de PPAR-y en el TA tendria
impacto en la sensibilidad a insulina a nivel sistémico alterando la produccién de adipocitocinas.
Como se describid anteriormente, la adiponectina tiene un efecto insulino-sensibilizante y la
administracién de TZD en humanos y animales induce un aumento en los niveles plasmaticos y del
ARN mensajero de esta hormona®®*%*, Asimismo la activaciéon de PPAR-y se asocia también con una
disminucion en los niveles de FNT-a, el cual estaria involucrado con el desarrollo de resistencia a

insulina $9>1%,

La activaciéon de PPAR-y tiene también efectos en la modulacién de la respuesta inmune. Los
macréfagos son células que presentan gran plasticidad, y pueden pasar en presencia de seiales
especificas, de un fenotipo “clasicamente activado” o M1a una fenotipo “alternativamente activado”
o M2 7, El fenotipo M1 se caracteriza por la liberacién de mediadores pro-inflamatorias como FNT-
a, IL-6 y NO, mientras que el fenotipo M2 es anti-inflamatorio, se caracteriza por la expresion de la
arginasa 1y liberacion de IL-10 y se encuentra involucrado en el remodelamiento y reparacion de los

tejidos 8. PPAR-y tendria un importante rol en el control de la diferenciacién de los monocitos hacia
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un fenotipo M2 o anti-inflamatorio a través del control de la expresién de la Arginasa I. Asimismo la
perdida de la expresién de PPAR-y genera un aumento en el nimero de Mfs inflamatorios o M1 en
tejido adiposo y un aumento en la resistencia a insulina'®®. A su vez, en adipocitos y en
monocitos/Mfs residentes del TA, un incremento en la activacidon de PPAR-y disminuye la inflamacidn
local inhibiendo la liberacion de mediadores inflamatorios como FNT-a, IL-1B, metaloproteinasa
(MMP) 9 y leptina®®2%  Cabe destacar, que datos recientes sugieren que la expresion de PPARs
reduce la incidencia de enfermedades autoinmunes, lo que sefiala esta molécula como un nexo entre
inflamacién, metabolismo y autoinmunidad?®2%, A nivel molecular, su accién anti-inflamatoria
estaria dada por la interaccién de PPAR-y con NcoR (por “nuclear receptor co-repressor”)el cual
reprime la activacidon de NF-kB, y por lo tanto inhibe la transcripcién de genes involucrados en la
respuesta inflamatoria®”’. En cuanto a su papel en la respuesta inmune adaptativa, la activacién de

PPAR-y inhibiria la expansidn y activacion de los linfocitos T por inhibicién de la produccidén de 1L-22%,

A.6.2. PPAR-y en la infeccion por T. cruzi

El papel de PPAR-y durante las infecciones parasitarias es aln desconocido. Algunos trabajos
postulan que dado su perfil anti-inflamatorio, favoreceria el establecimiento de infecciones crénicas,
y paralelamente controlaria la respuesta inflamatoria y evitaria un excesivo dafio a los tejidos 2%°2%C,
En este contexto, se ha observado que el uso de agonistas de PPAR-y en malaria cerebral y
esquistosomiasis tendria un efecto beneficioso, protegiendo al cerebro e higado respectivamente del
dafio ocasionado por la respuesta inmune del huésped y aliviando los sintomas?!%?12,
Contrariamente, en otras infecciones la activacion de PPAR-y favoreceria el crecimiento del
microorganismo y aumentaria la susceptibilidad a la infeccién?®®. Un ejemplo de esto lo constituye la
leishmaniasis cutdanea, en donde la activacién de PPAR-y favorece la expansién del parasito y

empeora el curso de la infeccidn 214215,
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El papel inmuno-metabdlico de PPAR-y en la enfermedad de Chagas es casi desconocido. Si bien se
ha reportado que durante la infeccidon aguda experimental con T. cruzi se induce un incremento en la
expresién de PPAR-y en el TA (posiblemente consecuencia de un feedback negativo debido a la
elevado repuesta inflamatoria presente en el tejido), en TA marrdn e in vitro su expresion esta
reducida’®®'®, Durante la infeccidn, la administracidon de PGJ in vivo o a miocardiocitos infectados
con T. cruzi, inhibe la expresion y la actividad de las enzimas pro-inflamatorias iNOs y MMP 2 Y 9,
asimismo como de las citoquinas IL-6 y FNT-a?'%2!’, Este tratamiento también indujo en los animales
un incremento en los niveles plasmaticos de IL-10 como asi también en la carga parasitaria a nivel
cardiaco®'®. En otro estudio se reportd que el tratamiento con PGJ reducia el infiltrado inflamatorio
en musculo esquelético, la cantidad de neutrdfilos y linfocitos en circulacién®®. Por lo tanto, estos
hallazgos proponen un rol anti-inflamatorio para PPAR-y en la infeccidn por T. cruzi. Cabe remarcar,
gue mas alld de su papel en la inflamacién, no se ha evaluado hasta el momento el impacto

metabdlico que PPAR-y tendria durante la infeccién aguda y cronica.
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B. OBJETIVOS

B.1. OBJETIVO GENERAL

Este proyecto pretende evaluar las interrelaciones inmuno-enddcrinas y metabdlicas que se
establecen en la infeccidn causada por T. cruzi y su posible impacto sobre la patologia aguda y
cronica.

B.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1

Valorar las interrelaciones inmuno-enddcrinas y metabdlicas que se establecen en la infeccidn aguda
causada por T. cruzi en un modelo experimental.

Objetivo 2

Valorar las interrelaciones inmuno-enddcrinas y metabdlicas que se establecen en la infeccidn
cronica causada por T. cruzi y analizar su posible asociacidn con la patologia cardiaca.
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C. MATERIALES Y METODOS

C.1. ANIMALES E INFECCION EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratones C57BL/6 macho adultos procedentes del Bioterio Central de la Facultad de Cs.
Médicas de la Universidad Nacional de Rosario (FCM-UNR), los que fueron mantenidos en el Bioterio
del IDICER bajo condiciones estdndar, con agua y comida ad libitum. Todos los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el Comité para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio
de FCM-UNR (Res.4977/2013). La alimentacién consistio en pellets de alimento balanceado
especialmente formulado para roedores de laboratorio (Gepsa-Rata/Raton). Los animales fueron
infectados a los 60-90 dias de edad por via subcutdnea con 1000 tripomastigotes de la cepa
Tulahuén. Los parasitos se mantuvieron por pasaje seriado en ratones BALB/c de 21 dias de edad.
Para la obtencion de sangre, macréfagos peritoneales u otros tejidos, los animales fueron tratados
con una mezcla anestésica [xylaxina (2 mg/kg)/ketamina (100 mg/kg)] y luego exanguinados por

puncién cardiaca.La eutanasia se llevd a cabo por sobredosis de CO..

C.1.1. Parasitemia, peso corporal y sobrevida

Las parasitemias se estudiaron por microscopia directa bajo normas estandarizadas (5ul de sangre
heparinizada obtenida a partir de la cola del ratén y analizada entre portaobjeto y cubreobjeto (22
mm x 22 mm) a distintos dias pi. Los datos obtenidos se expresaron como nimero de parasitos en 50

campos microscopicos (Magnificacion 40X).

El peso de los animales se registré cada 2-3 dias a lo largo de la infeccién experimental y la sobrevida

se monitored en forma diaria.
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C.1.2. Tratamiento con agonistas de PPAR-y

Los animales fueron tratados con los agonistas de PPAR-y: 15-Deoxy-Delta-12,14 Prostaglandinal2
(PGJ, Sigma) y Rsg (Avandia, Glaxo-Smith-Kline). El tratamiento con PGJ se realiz6 en forma diaria
entre los dias 7 a 17 pi mediante via intraperitoneal (dosis: 1mg/kg/dia). El tratamiento con Rsg se
realizé diariamente desde el dia 0 al dia 17 pi via intragastrica o “gavage” (dosis: 20 mg/kg/dia). Al
dia 17 pi, los animales fueron sacrificados para la obtencién de sangre, tejidos (TA epididimal,

corazén, musculo e higado) y células (Mfs peritoneales e infiltrados).

C.1.3. Histologia

Los tejidos fueron procesados mediante técnicas histoldgicas de rutina (fijacion en formol al 4% y
posterior inclusidn en parafina). A continuacidn, se realizaron cortes histolégicos seriados de 5um,
los que fueron coloreados con hematoxilina-eosina (Los mismos fueron realizados en el Servicio de
Morfologia de la Fac. de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario). En
los preparados se evalud infiltrados inflamatorios, nidos de amastigotes y dafio celular. En los cortes
de TA, ademas se realizé un estudio morfométrico de las areas de los adipocitos y del darea ocupada
por el infiltrado inflamatorio (en ambos casos cuantificadas como pixel?) mediante la utilizacién del

software Image J (imagel.nih.gov).

C.1.4. Obtencion de Mfs peritoneales y ensayos de fagocitosis

Las células del exudado peritoneal (CEPs) se obtuvieron por lavado de la cavidad peritoneal con 3ml
de medio completo (MC) (RPMI + 10% suero fetal bovino -SFB-). A continuacion, las células se lavaron
y luego se resuspendieron en 1ml de MC. Las CEPS se cultivaron en microplacas de 8 pocillos
especialmente preparadas para microscopia (LabTek® ChamberSlide™ System, Nalge Nunc
International) en una concentracidon de 30.000 CEPs/pocillo en 250ul de medio durante toda la

noche. Al dia siguiente, se descartd el sobrenadante, y los pocillos se lavaron con MC a fin de
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eliminar las células no adherentes. A partir de ese momento las células adherentes son consideradas
Mfs peritoneales. Para evaluar fagocitosis, los Mfs fueron enfrentados a levaduras Saccharomyces
cerevisiae muertas por calor en una relacion 1:10 Mfs peritoneales/levaduras durante 2 h.
Transcurrido el tiempo indicado, las microplacas se lavaron con buffer fosfato salino pH=7.2 (PBS) y
las células se fijaron con etanol frio al 70%. Finalmente se realizé una tincidn con hematoxilina-
eosina. La capacidad fagocitica fue determinada de acuerdo a la cantidad de levaduras presentes en
el interior de los Mfs. La capacidad fagocitica se clasific6 como: 1) Nula: 0 levaduras, 2) Baja: hasta 5

levaduras, 3) Alta: mas de 5 levaduras. Se evaluaron 50 campos/pocillo.

C.1.5. Determinacion de nitritos en el sobrenadante del cultivo de Mfs peritoneales

Luego de la obtencion de CEPs como se explicé en el punto C.1.4., las mismos se cultivaron en placas
de 48 pocillos (200.000 células/pocillo) en 500ul de MCEarle’s MEM (Earle’s MEM +10% SFB) todo la
noche. Posteriormente, los Mfs se enfrentaron a una mezcla de antigenos recombinantes de T. cruzi
(25ng antigeno/pocillo, gentilmente donados por el Dr. Ivdn Marcipar, UNL) durante 48 h, a fin de
estimular la produccién de NO. Luego de transcurrido ese tiempo, se extrajo el sobrenadante y se
guardd a -80°C para su posterior utilizacién. La sintesis de NO se ponderd por la acumulacién de
nitritos en el sobrenadante de cultivo, mediante la reaccién de Griess?'. El nitrato presente en las
muestras fue previamente reducido a nitrito por medio de la actividad nitrato reductasa de
Pseudomonas oleoverans (cepa ATCC 8062). Para ello, alicuotas de 100 ul del sobrenadante (diluidas
al 1/10 en MC Earle’s MEM) fueron incubadas con 100 pl de la suspensidn de bacterias (diluidas 1/10
en MC Earle’s MEM) durante 90 min a 379C y posteriormente centrifugadas a 300g durante 15 min.
Luego, el sobrenadante se mezcld con cantidades iguales del reactivo de Griess (volumenes iguales
de 1% de sulfanilamida en 2.5% de H3PO, y 0.1% de dihidrocloruro de naftiletilen-diamina en 2.5% de
HsPO,,) y se incubd durante 10 min a temperatura ambiente. La concentracidon de nitrito en las
muestras fue cuantificada usando una curva estandar de NaNO, diluido en MCEarle’s MEM. Los

datos obtenidos se expresaron en uM. La lectura se realizé a 450 nm en un lector EpochBioTek.
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C.1.6. Andlisis citofluorométrico de las subpoblaciones celulares presentes en el TA

Una vez obtenido el TA epididimal, el mismo fue disgregado con un bisturi, escindiendo pequefios
trozos de 3-4mm de didametro. A continuacién, el TA fue tratado con colagenasa tipo Il (Sigma)
(0.075% peso/vol) por 30 min a 372C con agitacién constante. Una vez transcurrido el tiempo
indicado, el tejido digerido se filtré con una malla fina para eliminar restos de tejido sin disgregar y
luego se agregd igual volumen de MCRPMI suplementado con 4500mg/L de glucosa (Gibco) y L-
glutamina (Gibco) para inactivar la colagenasa. La solucion de células obtenida se centrifugda
1200rpm por 5 min, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 2ml de medio. Luego,
1x10° células se resuspendieron en PBS suplementado con 3 % de SFB y se adicionaron 5ul de los
siguientes anticuerpos monoclonales (AcMo): anti-CD4 acoplado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC), anti-FoxP3 acoplado a ficoeritrina (PE), anti-CD8 acoplado a alloficocianina Cy7 (APC-Cy7),
anti-CD11b acoplado a PE-Cy7 y anti-CD11c acoplado a FITC (todos de BD Biosciences, excepto anti-

FoxP3 de eBiosciences). Asimismo, se utilizaron controles de isotipo (todos de BD Biosciences).

La marcacién de moléculas de superficie se realizé durante 30 min a 42C y al abrigo de la luz. Luego
las células fueron centrifugadas a 1500 rpm a 492C durante 15 min. Una vez descartado el
sobrenadante, se adicionaron 60ul de PBS y se centrifugaron a 1500rpma 42C durante 15 min y se
resuspendieron en 100 ul de “staining buffer”. Luego de realizada la marcacién de superficie, se
realizé la marcacion intracelular de FoxP3. Para ello las células se resuspendieron en 80 ul de buffer
de permeabilizacién-fijacion y se incubaron durante 12 h a 4°C. Luego, se lavaron y se incubaron con
el AcMo anti-FoxP3-PE durante 1h y luegose lavaron y se resuspendieron en 100 ul de “staining

buffer”.

Las muestras fueron adquiridas en un citémetro de flujo BD FACSAria Il (Beckton-Dickinson, USA) con
el fin de identificar y cuantificar las diferentes poblaciones. Se adquirieron como minimo 10.000

eventos. En los andlisis, las células muertas se eliminaron en base a la dispersién de la luz a 902 y
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1802 (“forward -scatter” y “side-scatter”). En todos los casos se sustrajeron los valores de tincién
basal obtenidos con los isotipos controles conjugados con los respectivos fluorocromos. Los andlisis

se realizaron utilizando los programas “BD FACS Diva Software” (Beckton-Dickinson, USA).

C.1.7. Determinacion de los niveles séricos de FNTa, IL-18, IL-6, IL-10 y leptina

A los distintos dias pi se obtuvo la sangre de los animales por puncion cardiaca, se separaron los
plasmas por centrifugacién y se almacenaron a -202 C. La determinacidn de citocinas en plasma se
efectud por medio de ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) comerciales, siguiendo
las especificaciones del fabricante (BD Pharmingen). Todas las muestras de plasma fueron evaluadas
por duplicado y las absorbancias se determinaron a 450 nm en un lector de placas de ELISA
(MicrowellSystem Reader, OrganonTeknika). Limites de deteccién: FNT-a 15.6 pg/ml; IL-18 31.3
pg/ml, IFN-y 31.3 pg/ml, IL-6 15.6 pg/ml; IL-10 31.3 pg/ml. La determinacién de leptina en plasma se
efectud por medio de un ELISA comercial segln las especificaciones del fabricante (PeproTech, limite

de deteccion: 20 pg/ml).

C.1.8. Determinacion de la glicemia y administracion de dextrosa

A distintos dias pi se obtuvo sangre por puncién cardiaca y luego de la formacidn del coagulo, los
sueros se separaron por centrifugacién y se almacenaron a -202C. La glicemia se determind por
métodos enzimaticos (Glicemia enzimatica, AA Wiener Lab, Rosario, Argentina). La suplementacién

con dextrosa se realizé mediante la disponibilidad ad libitum de agua dextrosada isotdnica al 5%.

C.1.9. Determinacion de triglicéridos y colesterol

La Trigliceridemia y la Colesterolemia se determinaron por métodos enzimaticos (TG color GPO/PAP

AA y Colestat enzimatico AA respectivamente, ambos de Wiener Lab, Rosario, Argentina).
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C.1.10. Determinacion de perfil enzimatico

La actividad enzimdtica de la glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT), glutamato piruvato
transaminasa (GPT) y creatina fosfoquinasa (CPK) se determind en el plasma de los ratones por
espectrofotometria mediante la utilizacion de kits comerciales, siguiendo las instrucciones del

fabricante (Wiener Lab).

C.1.11. Determinacion de factores inmuno-metabdlicos en TA murino por retrotranscripcion

seguida de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

Se aislo el acido ribonucleico (ARN) del TA epididimal mediante la utilizacién de TRI-Reagent
(Molecular Research Center) y una secuencia de pasos de separacidon y precipitacion en
cloroformo/isopropanol/etanol. EI ARN fue retro-transcripto a acido desoxirribonucleico-copia
(ADNc) mediante la enzima retrotranscriptasa M-MLV (Invitrogen) y oligodT (Invitrogen). La PCR en
tiempo real fue realizada utilizando el sistema StepOne (Applied-Biosystem) y una “master mix”
(Mezcla Real, Biodynamics), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se realizaron 40 ciclos
de amplificacidon con el siguiente esquema: desnaturalizacién a 952C por 7s, anillado a 622C por 30s y
extension a 729C por 20s. La fluorescencia se midid luego de cada paso de extension y la
especificidad de la amplificacién se evalud por andlisis de la curva de “melting”. Como control interno

se utilizé el gen RPL-13. La expresidn relativa de los diferentes genes se expresé como 224220,

Los “primers” utilizados para amplificar especificamente los distintos genes fueron:

RPL-13 F 5’-CCAAGCAGGTACTTCTGGGCCGGAA-3’
R 5’-CAGTGCGCCAGAAAATGCGGC-3’
PPAR-y F 5'-AGA CCA CTC GCA TTC CTT TGA CAT-3’
R 5'-TCC CCA CAG ACT CGG CAC TCA ATG-3’
IL-10 F 5-GGTTGCCAAGCCTTATCGGA-3’
R 5’-ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-3’
IL-6 F 5’-GAGGATACCACTCCCAACAGACC-3’
R 5’-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3’
Adiponectina F 5’-CCTGGAGAGAAGGGAGAGAAA-3’

R 5’-CGAATGGGTACATTGGGAAC-3’
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FNT-a F 5’-ATGAGCACAGAAAGCATGATCCGCGAC-3’

R 5’-TCACAGAGCAATGACTCCAAAGTAGACCTG-3’
Leptina: F 5’-TGACATTTCACACACGCAGTCGG-3’

R 5-TTGGAGAAGGCCAGCAGATGGAG-3’

C.2. ESTUDIOS EN INDIVIDUOS CHAGASICOS

Para la realizacidon de investigaciones en torno a las posibles alteraciones inmuno-metabdlicas en la
Enfermedad de Chagas crénica, se invitaron a participar del estudio a individuos con serologia
positiva para T. cruzi que concurrian habitualmente al Servicio de Enfermedad de Chagas del Servicio
de Cardiologia del Hospital Provincial del Centenario de Rosario. La poblacién en estudio
corresponde a una muestra no probabilistica consecutiva. Su inclusién se realizd en forma
prospectiva y todos los individuos firmaron un consentimiento informado aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario (Res. 2001/2012 y
Res. 4977/2013). La poblacién total estudiada consistio en 242individuos, 190 con serologia positiva
para T. cruzi y 52 voluntarios sanos (serologia negativa). Los individuos, de ambos sexos, provenian
de la ciudad de Rosario y de la region (area no endémica). Ninguno de los individuos infectados
habia realizado previamente a la toma de la muestra tratamiento anti-parasitario especifico
(Benzidazol o Nirfurtimox). Se excluyeron del estudio individuos que presentaran enfermedades con
un marcado componente inmunolégico (autoinmunes, hipersensibilidad, inmunodeficiencias, etc),
enddcrino (diabetes, sindrome metabdlico, etc) o bajo tratamiento hormonal o con moduladores

inmunoldgicos.

El diagndstico serolégico de infeccidn por T. cruzi consistié en al menos dos resultados positivos de
tests seroldgicos especificos (ELISA, hemaglutinacion o inmunofluorescencia). Dichos estudios fueron
realizados en el Laboratorio Central del Hospital Provincial del Centenario. Médicos del Servicio de
Cardiologia realizaron una detallada historia clinica de los individuos, que consistié en anamnesis,
examen fisico y evaluaciones complementarias. Como parte del examen fisico, se determinaron

distintas medidas antropométricas (talla, peso, circunferencia de cintura y de cadera), y como parte
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de los examenes complementarios, a cada individuo se le realizé una radiografia de térax, un
electrocardiograma (ECG) en las 12 derivaciones convencionales y en los casos que lo requirieran, un
ecocardiograma, y por ultimo una serie de determinaciones bioquimicas de rutina (hemograma
completo, proteinas totales, albumina, urea, creatinina, CPK y perfil lipidico).Tal como reportamos

previamente 1%, y en base a estos estudios, los individuos con serologia positiva se clasificaron en:

Sin patologia demostrada o Asintomaticos (Asi, n=84): sin sintomatologia, ECG normal, radiografia
de torax normal.

Con MCC: con alteraciones en el ECG (n=106). Estos ultimos a su vez fueron sub-clasificados en:

Leves (Lev, n=55) cuando presentaban el ECG con algunas alteraciones tales como bloqueo
incompleto o completo de rama derecha, arritmias ventriculares. Radio cardiotoraxico<0.55. Sin falla

cardiaca congestiva.

Severos (Sev, n=51) cuando presentaban ECG de caracteristicas patoldgicas y radio

cardiotoraxico>0.55 y/o falla cardiaca congestiva.

C.2.1. Medidas antropométricas

Determinacion del peso corporal: se utilizd una balanza de pesas corredizas con capacidad maxima
de 200 kg y precision de 50 g. El peso se determind con la persona vistiendo un minimo de ropa, de
pie frente a la balanza, con los pies juntos en el centro de la plataforma y los brazos pegados al

costado del tronco.

Determinacion de la talla: se empled un altimetro metalico portétil inserto en la balanza de pesas
corredizas con una sensibilidad de 0,5 cm y una capacidad maxima de 2 m. La persona estaba
descalza, en bipedestacion, con los talones unidos formando un dngulo de 459, brazos descansados

suavemente a los lados del cuerpo, tronco en posicidn erecta, sin flexion ni hiperextension y cabeza
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ubicada en el plano de Frankfurt (borde inferior de la rbita ocular en el mismo plano horizontal que

el meato auditivo externo).

Con los datos anteriores se calculd el indice de masa corporal (IMC) con la formula peso/talla.

Circunferencia de cintura y cadera (ICC): se determind empleando una cinta métrica angosta, flexible
e inextensible con una capacidad de 2 m y sensibilidad de 1 mm. En las mediciones de la
circunferencia de la cintura y cadera, se tomaron en cuenta las recomendaciones de la American
Heart Association y el National Heart, Lung and Blood Institute. La circunferencia de la cintura se
evalué observando el punto de mayor estrechez en la zona entre las Ultimas costillas y la cresta iliaca
(plano horizontal sin comprimir y al final de una expiracién normal). La circunferencia de la cadera se
tomé en el nivel de la mayor proyeccion de la cadera o bien por encima de las nalgas. Se
establecieron correcciones por el uso de la ropa. Con los datos anteriores se calculd el ICC con la

formula circunferencia de cintura/circunferencia de cadera.

C.2.2. Obtencion de plasma y cuantificacion de hormonas, citocinas y adipocitocinas

Se obtuvieron muestras de sangre venosa periférica, las cuales fueron recolectadas entre las 8:00 y
10:00 h de la mafiana, en ayunas. Las muestras de sangre fueron tratadas con heparina o EDTA
(segun corresponda) luego de centrifugar las mismas a 2000rpm por 20 min y luego preservadas a -
709C. Las concentraciones en plasma de citocinas y adipocitocinas se determinan mediante ELISAs
comerciales, siguiendo las determinaciones del fabricante: Leptina humana (Peprotech, limite de
detecciéon: 63 pg/ml), Adiponectina humana (Invitrogen, limite de deteccién: 100pg/ml), IL-6 (R&D

systems, limite de deteccidn: 0.039pg/ml) y FNT-a (BD OptEIA, limite de deteccion: 2pg/ml).

Los niveles de Cortisol, DHEA-S e insulina se determinaron por ensayos de electro-
guimioluminiscencia (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Limites de deteccion: Cortisol: 0.25

pg/dl; DHEA-s: 0.01 pg/dl; Insulina: 0.2 pUI/ml.
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C.2.3. Determinacion de la glicemia y estimacion de la insulinorresitencia

La glicemia se determind en plasma por métodos enzimaticos (Glicemia enzimatica, AA Wiener Lab,
Rosario, Argentina). A partir de los valores de glicemia e insulinemia se estimé la insulinoresitencia
mediante el calculo del indice HOMA-IR (por las siglas en inglés de homeostatic model assessment of

insulin resistence) mediante la siguiente formula: [glucosa(mg/dl) x insulina (uU1/ml)]/405

C.2.4. Aislamiento de las células periféricas mononucleares

Una vez separado el plasma de las muestras de sangre como se describié anteriormente, se procedio
a recuperar la fraccién de gldbulos blancos. Para ello, en primer lugar, se obtiene la interfase que
resulta de la separacién del plasma y los gldbulos rojos, la cual es una fraccién enriquecida en
glébulos blancos (no mas de 2,5ml). La fraccion enriquecida se diluyd en solucion fisiologica en un
volumen final de 5ml. Posteriormente, se vertieron con pipeta Pasteur en un tubo Falcon que
contenia 5ml de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) y se centrifugaron durante 30 min a 2000rpm.
Transcurrido dicho periodo, se observé un anillo de células mononucleares (color blanco/griséaceo) en
la interfase. Las células mononucleares se retiraron de la interfase con cuidado y se colocan en un
tubo Eppendorf de 2 ml. Las células fueron lavadas dos veces con solucidn fisioldgica (15 min a 1500
rom) y posteriormente se determind su concentracién y viabilidad en camara de Neubauer,
utilizando el colorante de exclusién Azul Tripan. Finalmente, se adiciond TRIzol a 8x10°células y tras

su disgregacion fueron preservadas a —80 2C para la cuantificacidn posterior de transcriptos de ARN.

C.2.5. Determinacion de receptores de factores inmuno-metabdlicos por RT-qPCR en células

periféricas mononucleares de pacientes con Enfermedad de Chagas

Se aisl6 el ARN mediante una secuencia de pasos de separacidon y precipitacion en
cloroformo/isopropanol/etanol. EI ARN se cuantificé por absorbancia a 260/280 nm. Luego el ARN

fue retro-transcripto a acido desoxiribonucleico-copia (ADNc)mediante la enzima retrotranscriptasa
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M-MLV (Invitrogen) y oligodT (Invitrogen). La gPCR fue realizada utilizando el sistema Real-time PCR
(Stratagene) y una “master mix”de acuerdo a las especificaciones del fabricante (HOT FIRE Pol Eva
Green gPCRMix Plus (ROX), SolisBiodyne). Se realizaron 40 ciclos de amplificacion con el siguiente
esquema: desnaturalizacién a 952C por 7s, anillado a 622C por 30s y extensién a 722C por 20s. La
fluorescencia se midié luego de cada paso de extensidn y la especificidad de la amplificacién se
evalué por andlisis de la curva de “melting”. Como control interno se utilizé el gen de la Ciclofilina A.
La expresién relativa de los diferentes genes se calculd utilizando una curva de calibracién vy
determinando la concentracion relativa. Los “primers” utilizados para amplificar especificamente los

distintos genes fueron:

Ciclofilina A F 5'-GGTCCTGGCATCTTGTCCAT-3’

R 5-TTGCTGGTCTTGCCATTCCT-3'
Adipo-R1 F 5’-CATCTACCTCTCCATCGTCTGTG-3'

R 5’-CATGAGGAAGAACCAGCCCATC-3’
Adipo-R2 F 5’-CAGATAGGCTGGTTGATGCTGA-3’

R 5’-GCCGATCATGAAACGAAACTCC-3’
ObR(*) F 5’-GCCAGTCTTTCCAGAGAATAACCT-3’

R 5’-CAACTGTGTAGGCTGGATTGCT-3’

(*) Incluye todas las isoformas del receptorObR
PPAR-y(*) F 5’-TTTCAGAAATGCCTTGCAGTGG-3’

R 5’-CTTTCCTGTCAAGATCGCCCTC-3’

(*) Incluye las isoformas PPAR-y1 y PPAR-y2

IL-6R ATGTTGTTTGTGAGTGG-3’

R 5’-GACGCACATGGACACTATGTAGA-3’
FNT-R1 F 5'-AGAGCCTAGACACTGATGACC-3'

R 5-AGCATGCTGTATTGCGCCT-3’
FNT-R2 F5 -ACTTCGCTCTTCCAGTTGGACT-3'

R 5’-AGGGCTTCTTTTTCACCTGGG-3'

C.3. ANALISIS ESTADISTICO

Segun las caracteristicas de las variables en estudio se utilizaron pruebas paramétricas (ANOVAy t de
Student) o no paramétricas (Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney). Los estudios de correlacién se
realizaron mediante los tests de Spearman o Pearson, segln corresponda. En este caso los tests

fueron realizados mediante el software GraphPadPrism 6. En particular, es los estudios realizados en
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pacientes y debido al complejo panorama de posibles interacciones en la poblacién bajo estudio, fue
necesario efectuar un abordaje con distintos procedimientos del analisis multivariado con ajuste de
variables por co-varianza a fin de identificar los predictores de mayor relevancia para el desarrollo de
la MCC. Para ello se utilizé el software InfoStat. También se realizd un analisis discriminante a fin de
identificar las variables que caracterizan a cada grupo y encontrar una funcién que permita clasificar
a los individuos en cada uno de los grupos. Para ello se contd con la colaboracion del bioestadiatico

Lic. Leandro Kovaleski.
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D. RESULTADOS

D.1. MODELO EXPERIMENTAL AGUDO

D.1.1. Descripcion del modelo experimental

Como se indicd previamente en M&M, se procedid a infectar a los ratones C57BL/6 con un indculo de
1000 tripomastigotes en forma subcutanea. Los rasgos mas salientes del cuadro infeccioso agudo se
muestran en la Tabla 1. La mortalidad de los animales alcanzé el 100% entre los dias 25-30 pi. La fase
aguda cursa con un aumento progresivo de la parasitemia. Al dia 14 pi se comienza normalmente a
observar el desarrollo de miocarditis, la cual se agrava a medida que trascurre la fase aguda (Fig. 1ay
1b). Al igual que en tejido cardiaco, también se percibe en musculo esquelético una intensa

inflamacidn con presencia de nidos de amastigotes (Fig. 1cy 1d).

a) b) Tc

Figura 1: Microscopia de
tejidos tefidos con H&E
(40X). a) Tejido
miocardico normal. b)
Miocarditis chagasica
aguda, donde puede
observarse la presencia de
infiltrado inflamatorio.

¢) Musculo esquelético
normal d) Musculo
esquelético donde se
observa la presencia de
infiltrado inflamatorio.

e) Tejido hepatico normal.
f) Hepatitis. Puede
observarse la presencia de
infiltrado inflamatorio
difuso.

Co: Control, Tc: Infectado
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En concordancia con estos hallazgos, se advirti6 un aumento en los niveles séricos de CPK, enzima
qgue denota dafio del tejido muscular, ya sea esquelético o cardiaco. Por otra parte, y tal como se
reportd en trabajos previos de nuestro grupo, las citocinas pro-inflamatorias y la produccién de é6xido
nitrico (estimado como nitrito sérico) aumentan en circulacion a medida que progresa la

enfermedad. En paralelo también se observa un incremento en los niveles circulantes de IL-10.

Los resultados que se exhiben en la misma tabla, también indican que la infeccidn causa profundos
cambios enddcrino-metabdlicos. Entre estos, puede advertirse una clara disminucién en el peso
corporal y la ingesta de alimentos hacia fines de la fase aguda. Estos cambios se ven acompafiados
por una marcada hipoglicemia, a pesar de observarse un aumento en los niveles de la hormona
hiperglucemiante corticosterona. Llamativamente, animales con acceso a una solucién hipertdnica
de glucosa (dextrosa 10%) durante toda la fase aguda, no logran revertir significativamente el estado
hipoglicémico ni la letalidad de la infeccién (no se muestran datos). Por otra parte, si bien no
contamos con datos de insulinemia, los resultados de la prueba de tolerancia oral a la glucosa
sugieren que los animales mantienen la capacidad de secretar insulina. Tras la administracién oral del
bolo de glucosa, tanto en los animales controles como infectados, la glicemia retorna a sus niveles
iniciales trascurridas 4 horas, si bien la curva en los animales infectados cae siempre por debajo de la

de los animales controles.

En ratones, los tres depdsitos de grasa mas abundantes son el subcutaneo, el retroperitoneal y el
gonadal (epididimal en machos). En los animales C57BL/6 machos que utilizamos en este trabajo, los
depdsitos de grasa subcutdnea y retroperitoneal eran muy escasos, mientras que el depdsito
epididimal (TA blanco) era muy evidente. Durante el curso de la infeccidn, la masa del TA epididimal
se reduce de forma drastica (estimada como peso relativo), mientras que en paralelo se observan

alteraciones en el perfil de lipidos en circulacién (hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia).
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TABLA 1 Co Tc (dias post-infeccidn)
Dia7 Dia 14 Dia 17 Dia 21
Parametros parasitolégicos
y anatomopatolégicos
Parasitemia - 0(0-0) 32 (4-61)* 201 (129-360)* 391 ( 131-588)*
Miocarditis -- - leve moderada severa
CPK 338+130 1675115 7951220 3125%342 N.D.
Parametros inmunoldgicos
TNF-a (pg/ml) 010 2043 255+16* 622+50* 816+116*
IL-6 (pg/ml) 0£0 0(0-0) 189+5* 580+80* N.D.
IL-1B (pg/ml) 0+0 2545* 33+4% 74+6* 102+10*
IL-10 (pg/ml) 00 57+18* 122+23* 765+42* 1580+105*
Nitritos (uM) 2110 220+27%* 814+80* 1108+125%* 1388+235*
Parametros endécrinos
Corticosterona 0+0 0.4+0.1 1.00+0.2* 11.2+1.8* N.D.
Parametros metabdlicos
Peso 31+0.2 30+0.2 30+0.5 26+0.7* 22+0.2*
Ingesta (g/dia) 4.0+0.1 N.D. 3.1+0.1* N.D. 2.4+0.2*
Glicemia (mg/dl) 130£10 12218 10218* 69+4* 48+7*
TAepididimal (peso ) 1, o N.D. 0.300.04* 0.18+0.02* 0.10£0.02*
relativo)
Triglicéridos (mg/dl) 105+2 N.D. N.D. 135+5* 178+12*
Colesterol (mg/dl) 12713 N.D. N.D. 154+3* 168+16*
Leptina (pg/ml) 64110 N.D. 20+3* 15+2* 6+0.5*
Curva tolerancia a la
glucosa
Basal 153+£12 11019*
Glucosa en bolo ==> 10 min 309423 299121
1h 210134 160+24*
2h 181411 127+13*
4 h 16215 119+3*
Parametros hepaticos
GOT 11517 240420 668+73 2999600 N.D.
GPT 6515 N.D. 205+3 278+49 N.D.

Co: Control; Tc: Infectado. N.D.: no determinado. Los datos son expresados como medianazrango.

Teniendo en cuenta que la leptina es una adipocitocina liberada por el TA blanco en proporcion al
tamafio de los depdsitos de grasa existentes, era previsible que los niveles séricos de esta

adipocitocina se encontraran notoriamente reducidos en los ratones infectados.
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El higado es blanco de la infeccién por el parasito T. cruzi, al mismo tiempo que desempena un
importante papel en la depuracién de tripomastigotes sanguineos. Previamente se demostrd que
durante la infeccidn con la cepa Tulahuén en ratones macho C57BL/6, el higado es uno de los tejidos
mas afectados, con presencia de numerosos nidos de paradsitos, infiltrados celulares cercanos a las
areas porta y apoptosis 22L. En nuestro trabajo, las lesiones hepaticas (Fig. 1e y 1f) se acompafaron
de mayores niveles de GOT y GPT en los animales infectados. El deterioro hepatico tisular y funcional

podria influenciar los niveles de glicemia hallados en los ratones infectados.

D.1.2. Evaluacion del efecto inmuno-metabdlico del tratamiento in vivo con agonistas de PPAR-y:

Impacto sobre el curso de la infeccion experimental y el TA

En el modelo de infeccion por T. cruzi en ratones C57BL/6 utilizado en este trabajo, la fase aguda
cursa con una respuesta inflamatoria y metabdlica desregulada. Dado que el PPAR-yes un factor de
transcripcidn involucrado en la modulacidn de la homeostasis energética y el control de la respuesta
inflamatoria que se expresa principalmente en el TA, se pretendié utilizando dos de sus agonistas
mas conocidos, modular la respuesta inmuno-metabdlica. Por lo tanto se evalué si la administracién
terapéutica de agonistas de PPAR-y disminuia la inflamacién en TA, normalizaba parametros
metabdlicos y repercutia sobre el curso de la infeccién. Para ello, en el periodo agudo, los animales

se trataron diariamente con los agonistas PGJ y Rsg.

D.1.3. Efecto del tratamiento con agonistas de PPAR-y sobre el curso de la infeccion

Durante la infeccidon y tras la administracién de los agonistas de PPAR-y, no se registraron diferencias
en la supervivencia o la ingesta de alimentos entre los diferentes grupos (datos no mostrados).
Tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto a la parasitemia entre animales tratados
y no tratados, si bien los que recibieron PGJ tendieron a mostrar una mayor carga de parasitos en
sangre (Fig. 2a). El tratamiento con los agonistas tampoco afectd el peso de los animales controles ni

modifico la tipica pérdida de peso consecuencia de la infeccidn (Fig. 2b).
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Figura 2: a) Parasitemia (parasitos/50 campos). b) Variacion del peso corporal (g) durante el curso de la
infeccidn en animales tratados con agonistas de PPAR-y: Rosgilitazona (Rsg) y 15-dPGJ2 (PGJ). Los resultados se
muestran como mediana/rango superior, n=5 ratones/grupo. Co: Control; Tc: Infectado. *p<0.05 vs sus

respectivos Co.

D.1.4. Efecto de los agonistas sobre los niveles plasmdticos de glucosa, leptina, triglicéridos y

colesterol

Tras el tratamiento con agonistas PPAR-y, la hipoglicemia solo se revirti6 parcialmente en los

animales infectados y tratados con Rsg (Fig. 3a), no asi en los tratados con PGJ. Ambos tratamientos

disminuyeron levemente los niveles basales de leptina en los animales controles (Fig. 3b). Tal como

habiamos observado previamente, la infeccion causé una hipoleptinemia severa, perfil que no fue

alterado por ninguno de los dos tratamientos.

A continuacidn, y con el fin de caracterizar mejor el estado metabdlico de los animales, se evaluaron

los niveles plasmaticos de triglicéridos y colesterol. Respecto de los niveles de triglicéridos en los

animales controles, se observé una disminucion en los niveles de los mismos tras el tratamiento con
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Figura 3: Efecto del tratamiento con agonista de PPAR-y Rosgilitazona (Rsg) y15-dPGJ2 (PGJ) tras 17 dias pi.
a) Glicemia (mg/dl). b) Leptinemia (pg/ml). Los resultados se muestran como mediana/rango superior, n=5

ratones/grupo. Co: Control; Tc: Infectado. *p<0.05
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Figura 4: Efecto del tratamiento con los agonistas de PPAR-y Rosgilitazona (Rsg) y15-dPGJ2 (PGJ) tras 17 dias pi.
a) Trigliceridemia (mg/dl). b) Colesterolemia (mg/dl). Los resultados se muestran como mediana/rango

superior, n=5 ratones/grupo. Co: Control; Tc: Infectado. *p<0.05; ** p<0.005.
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Rsg, mientras que se observé un leve aumento en respuesta al PGJ. Tal como habiamos reportado
anteriormente, la infeccidn causa un aumento en la trigliceridemia, que tiende a revertirse en los
animales tratados con los agonistas (Fig. 4a). Los niveles basales de colesterol no fueron modificados
por ninguno de los dos agonistas. Sin embargo, la hipercolesterolemia que promueve la infeccién fue

efectivamente inhibida por la Rsg (Fig. 4b).

D.1.5. Efecto del tratamiento con agonistas de PPAR-y sobre el perfil enzimdtico

A fin de estudiar si los tratamientos con agonistas de PPAR-y tenian un posible efecto protector a
nivel del tejido muscular y hepatico durante el curso de la infeccidn, se evalud la actividad enzimatica
sérica de las enzimas GOT, GPT Y CPK. Los tratamientos no afectaron los niveles basales de GPT, ni
tampoco aquellos observados durante el curso de la infeccion (Fig. 5a). Por otra parte, la actividad de
las enzimas GOT y CPK estuvo incrementada luego de los tratamientos en los animales infectados, lo
cual sugiere que estos animales sufrieron mayor dafio hepatico y muscular en comparacion a los

infectados sin tratar (Fig. 5b y 5c).

D.1.6. Efectos de los tratamientos con agonistas de PPAR-y sobre el TA epididimal

Durante la infeccién se produce una importante lipdlisis del principal depdsito de TA en el ratdn
macho, el TA epididimal; proceso que evidenciamos por la abrupta disminuciéon del area de los
adipocitos que exhiben los ratones infectados. La administracion de los agonistas PPAR-y durante el
curso de la infeccidon redujo marcadamente dicha lipdlisis. Incluso, en los ratones infectados y
tratados con PGJ no se observo practicamente disminucion del area de los adipocitos respecto de los
controles (Fig. 6b). Sin embargo, la masa total de TA epididimal decayé marcadamente en los ratones

infectados y su pérdida no fue revertida por ninguno de los dos tratamientos (Fig. 6c).
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Figura 5: Perfil enzimatico en ratones infectados tratados con los agonistas de PPAR-y Rosgilitazona (Rsg) y 15-
dPGJ2 (PGJ). a) GPT (U/1). b) GOT (U/1). ¢) CPK (U/I). Los resultados se muestran como mediana/rango superior,
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n=5 ratones/grupo. Co: Control; Tc: Infectado. *p<0.05

En los animales infectados (independientemente del tratamiento), el infiltrado inflamatorio fue

predominantemente linfocitario/mononuclear y el nimero de nidos similar. La cuantificacion del

infiltrado inflamatorio se realizé mediante el examen del area ocupada por el mismo en cortes
histolégicos de TA epididimal coloreados con hematoxilina-eosina. Como era de esperar, no se

observd presencia de infiltrado inflamatorio en los cortes provenientes de animales controles

tratados con los agonistas (Fig. 6a, imagenes superiores).
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Figura 6: a) Microfotografias de tejido adiposo (TA) epididimal de animales controles (Co) e infectados (Tc). En
los animales Tc puede observarse claramente el infiltrado inflamatorio que rodea a los adipocitos
(Magnificacién: 40X). b) Area adipocitaria (Pixel?). €) Peso relativo del TA epididimal [TA(mg)/peso del
ratén(mg)]. d) Area ocupada por el infiltrado inflamatorio en el TA epididimal de ratones tratados con agonistas
de PPAR-y (Pixel?). Los resultados se muestran como mediana/rango superior, n=5 ratones/grupo. Buffer
fosfato salino (PBS). Rosgilitazona (Rsg), 15-dPGJ2 (PGJ). *p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001; **** p<0.0005.
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En los animales infectados, la cantidad de infiltrado inflamatorio presente en el TA epididimal fue
notoriamente menor en aquellos que recibieron el tratamiento con PGJ y Rsg (Fig. 6a, imagenes

inferiores y 6d).

Estudios realizados en paralelo a nivel del tejido miocardico, indicaron que ambos tratamientos
provocaron una leve disminucién de los infiltrados inflamatorios, pasando de ser de moderados a
severos en los animales Tc, a leves/moderados con algunas areas de mayor severidad en los animales
Tc-Rsg y Tc-PGJ. Por otra parte, el tratamiento con Rsg produjo un incremento en el nimero de nidos
observados (Tc vs. Tc-Rsg, p<0.05). La influencia sobre la carga parasitaria tisular fue menos evidente

en los Tc-PGJ (no se muestran datos).

A fin de determinar las caracteristicas del infiltrado inflamatorio presente en el TA de los animales
infectados, como asi también luego del tratamiento de los mismos con agonistas de PPAR-y; se
obtuvieron en primer lugar las células inflamatorias a partir de dicho tejido y luego se llevaron a cabo
una serie de estudios por citometria de flujo. Por cuestiones operacionales, estas evaluaciones se

Ilevaron a cabo tras la administracién de Rsg.

Los resultados de tales estudios indicaron que si bien la proporcién de linfocitos T CD8*, CD4*y células
dendriticas CD11c*aumentd en el TA a consecuencia de la infeccidn, no se hallaron diferencias entre
los animales tratados y sin tratar (Fig7a, 7b y 7d). Tampoco se observaron variaciones en el
porcentaje de células T reguladoras luego del tratamiento, si bien su proporcién estuvo visiblemente
disminuida en todos los grupos de animales infectados (Fig. 7c). Con respecto a los Mfs presentes en
el TA, se notd un claro incremento producto de la infeccidon, siendo este aumento alin mayor en los

animales infectados y tratados con Rsg (Fig. 7e).
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Figura7: Efecto del tratamiento con Rosiglitazona (Rsg) sobre la frecuencia de distintas poblaciones de células
inmunoldgicas en el tejido adiposo epididimal de ratones control (Co) e infectados (Tc). a) Linfocitos T CD4". b)
Linfocitos T CD8". c) Linfocitos T reguladores CD4*Foxp3* (Tregs). d) Células dendriticas (CD11c"). e) Macrofagos
(CD11b"). Los resultados se muestran como mediana/rango superior, n=5 ratones/grupo. Co: Control; Tc:
Infectado. *p<0.05
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Dado el papel clave que tienen los Mfs en el control parasitario, y teniendo en cuenta que PPAR-y
puede influenciar la actividad de Mfs activados, a continuacién evaluamos ex vivo la capacidad
fagocitica y de produccidon de NO en Mfs peritoneales procedentes de animales infectados y tratados
in vivo con agonistas de PPAR-y. Los resultados del ensayo de fagocitosis indicaron que los Mfs
procedentes de animales no infectados (independientemente de su tratamiento) no presentaban
una actividad fagocitica evidente, a juzgar por el bajo nimero de particulas de levadura ingeridas. Sin
embargo, la fagocitosis estuvo visiblemente aumentada en los Mfs procedentes de animales
infectados e infectados tratados con Rsg o PGJ (Fig. 8a y 8b). Entre los Mfs provenientes de animales
infectados y tratados con los agonistas, se observd una mayor proporcién de células con capacidad
fagocitica nula o baja, y contrariamente, una proporcién menor de células con elevada capacidad
fagocitica en comparacién a los Mfs provenientes de ratones infectados sin tratar (Fig. 8a). Por otra
parte, una proporcién importante de los Mfs provenientes de los ratones tratados con agonistas de
PPAR-y presentan una apariencia morfoldgica que se asemeja al fenotipo “espumoso” caracteristico
de los Mfs de clase M2 o alternativamente activados (Fig. 8b). La produccién de NO, estimado por la
concentracién de nitritos presente en los sobrenadantes de cultivos estimulados con antigenos de T.
cruzi no se vio mayormente influenciada por el tratamiento in vivo con los agonistas de PPAR-y (no se

muestran datos).

Por udltimo, se evalud la expresiéon de mediadores anti- y pro-inflamatorios en el TA tras el
tratamiento con los agonistas de PPAR-y mediante RT-qPCR. En primer lugar, evaluamos la expresion
de tres mediadores anti-inflamatorios: PPAR-y, adiponectina e IL-10. Tanto la expresion del factor
nuclear PPAR-y (Fig. 9a) como la de adiponectina (Fig. 9b) se encontraron notablemente disminuidas
en el TA como consecuencia de la infeccidn, e incluso los mismos no presentaron variaciones en
respuesta a los tratamientos. Por otra parte, la expresion de IL-10 fue indetectable en el TA de los
animales controles, mientras que se vio fuertemente aumentada en el de los infectados. El

tratamiento con los agonistas no influencid su expresion (Fig. 9c).
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Figura 8: Evaluacion ex vivo de la capacidad fagocitica de Mfs peritoneales procedentes de animales infectados
y tratados con agonistas de PPAR-y. Los Mfs peritoneales se enfrentaron en una relacion 1:10 a levaduras de S.
cerevisiage. Transcurridas 2 hs, las células se fijaron y posteriormente se tifieron con hematoxilina/eosina. La
capacidad fagocitica se determind en funcion de la cantidad de levaduras fagocitadas (Nula: O levaduras/Mf,
Baja: hasta 5 levaduras/Mf, Alta: mas de 5 levaduras/Mf). Se evaluaron 50 campos/pocillo. a) Porcentaje de
fagocitosis en funcion del nimero de particulas de levaduras fagocitadas. Los resultados se muestran como
mediana, n=5/grupo. Co: Control; Tc: Infectado. b) Microfotografia que muestra a Mfs in vitro procedentes de
animales infectados tratados con los agonistas de PPAR-y, en donde pueden observarse las levaduras
fagocitadas y el aspecto espumoso de los mismos. (Magnificacién 100X).

Luego se evaluaron una serie de mediadores pro-inflamatorios: leptina, FNT-a, IL-6. Tal como
habiamos observado previamente, la expresién del mensajero de leptina disminuye notablemente en
el TA a causa de la infeccién. Por otra parte, el tratamiento con los agonistas de PPAR-y no influencid
su expresion ni en el TA de animales controles ni durante el curso de la infecciéon (Fig. 9d). Asimismo,
se observé un comportamiento similar en los que respecta a la expresién del FNT-a: fue indetectable
en los animales controles y aumenté significativamente durante la infeccion. Su expresién en TA
tampoco se modificé por la administracion de los agonistas de PPAR-y (Fig. 9e). La expresion de IL-6
fue mas compleja: se hallé algo incrementada en los animales controles tratados con ambos
agonistas, pero llamativamente, su expresion disminuye en los tratados con Rsg durante el curso de

la infeccion (Fig. 9f).
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Figura 9: Expresion de mediadores anti y pro-inflamatorios en tejido adiposo epididimal procedente de ratones
infectados y tratados con los agonistas de PPAR-y Rosgilitazona (Rsg) o 15-dPGJ2 (PGJ), evaluados mediante RT-
gPCR. a) PPAR-y. b) Adiponectina. c) IL-10. d) Leptina. e) FNT-a. f) IL-6. Los resultados se expresan en todos los
casos como unidades arbitrarias y se muestran como mediana/rango superior, n=3-5 ratones/grupo. Co:

Control; Tc: Infectado. *p<0.05
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D.2.EVALUACION DEL PERFIL INMUNO-METABOLICO DE PACIENTES CON ENFERMEDAD DE CHAGAS
CRONICA Y SU RELACION CON EL DESARROLLO DE MIOCARDIOPATIA CHAGASICA

D.2.1. Descripcion de la poblacién en estudio

La poblacién en estudio estuvo compuesta por 242 individuos. En la Tabla 2 se resumen las
caracteristicas de los pacientes con Enfermedad de Chagas crénica clasificados segln su estadio

clinico, como asi también la de los individuos sanos o controles (Co).

Controles Asintomaticos MCC
TABLA 2
(n=52) (n=84) (n=106)

Leves Severos P
(n=55) (n=51)

Edad 47.2+1.9 45.3+1.4 52.2+1.7% 52.5+1.7% *p<0.05 vs Asi

Rango (18-73) (18-76) (21-76) (18-79)

Sexo (M:F) 20:32 28:56 9:46 17:34

Los datos son expresados como media + ESM

Como puede observarse, los rangos etarios entre los distintos grupos son similares, si bien la edad
promedio es levemente mayor en los MCC que en los Asi. Dentro de los individuos con MCC, los que
presentaban cardiopatia Lev, no difirieron en edad de los Sev. Por otra parte, en la poblacidn en

estudio hay una mayor proporciéon de mujeres que hombres.

Dado que los niveles de varias de las hormonas y adipocitocinas estudiadas presentan dimorfismo
sexual y pueden variar en funcién de la edad, se tendran en cuenta dichas variaciones en los analisis
gue lo asi lo ameriten, ya sea realizando correcciones por edad o bien evaluando su distribucién por

sexo.

D.2.2. Evaluaciones bioquimicas

A fin de estimar el estado de salud general de los individuos en estudio, se realizaron diversos analisis
bioquimicos que incluyeron hemograma y pruebas de funcion hepatica, renal y dafio cardiaco. Los
resultados se resumen en la Tabla 3. En los distintos grupos, los valores del hemograma y todos los

de los pardametros complementarios se encontraron dentro de los rangos de referencia (RF).
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TABLA 3 Pacientes P
Controles Total Asintomaticos mcc
Leves Severos
¢ ngj;:’;_(;\f'sl_';ma) 4.6+0.1 4.70.1 4.70.1 4.6:0.1 4.6+0.1
RF':"; 1(.go/-‘1|c)a. o 13.740.2 13.6£0.1 13.740.2 13.540.2 13.5:0.3
RF':';?JT/;L_ 0 40.4+0.5 407t0.3 41205 40.20.5 40.6+0.7
RF:\;%%_(:BO_ o 87.9:0.6 87.6:0.4  87.30.5 87.0£0.7 88.7+0.7
RFHZ';" éggz)_ 5 30.0:0.3 29.1:0.2 28.80.2 29.1:0.3 29.6:0.3
e égslglé 34.00.2 333101 332:0.1 33.540.2 33.440.2
RT?;';‘;;;Z%&'S;)O 261905+10640 | 251584£6350 2503649060 26839111377 23509513050
R;{ "9'2_(1"2). 5 10.30.2 10.6£0.1 10.7£0.1 10.7£0.2 10.310.2
RRFI:)\?:\ZS.SSI?S(:)I.)Z 40.3:0.4 | 42.8£0.3*  42.3:0.4*  42.8t0.6* 43610 ;‘(’; ch’l
ROW cvl(:f;RF: U6 pos01 | 13.7:0.1*  13.6:01*  13.8502*  13.9¢03*  *vsCop<0.01
G'RT?ZSSS_(E{;;T) 6467+195% | 7081225 75254288 6985:262  6352+325'  fvs Asi p<0.005
*vs Asip<0.05
L;';f‘z’;'?;gﬁ) 34.9+1.8 32.91.1 33.4£2.0 34.5£2.3 31.2¢1.2
N::Kg{%(,? 55.3+2.1 55.3+1.1 55.1+1.9 53.842.0 56.7+1.7
:;ei é:;i{;g 3262417 | 29.6:0.9  25.7:0.9* 28.7+1.1 37.0£2.0 pz,so%%s
':g’;’;;";if ;o;a;e; 7.540.1* 7.840.1 8.0:0.1 7.7+0.1* 7.4+0.2* r:g g\gil
A:’:’;Tg_%g” 4.41:0.07 | 439004 445004  433:011  4.2940.09
c’?:'g";_‘?géd" 0.82£0.02* | 081002  0.76:0.02*  0.77:0.03*  0.93t0.04  *vsSevp<0.05
iPF':( (()f’l';'(')) 1068 11846 11147 123+16 128+14

Los datos son expresados como media + ESM. RF=rango de referencia

Con respecto a los indices eritrocitarios RDW-SD Y RDW-CV hallados en los pacientes chagasicos, sus

valores estuvieron por encima de los observados en los Co, si bien en ambos casos estaban dentro

del RF. Por otra parte, la cantidad de leucocitos en los individuos Asi fue ligeramente mayor que en

Co y Sev. Asimismo, los pacientes Asi exhibieron un incremento en los niveles totales de proteinas

séricas, mientras que la concentracién de urea cayd por debajo de los valores del grupo Co. En
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cuanto a los niveles de creatinina, los mismos se encontraron significativamente aumentados en los

pacientes con cardiopatia severa en relacion a los demas grupos.

D.2.3. Evaluacion del estado metabdlico

Con el fin de analizar el estado metabdlico de la poblacion en estudio, se determind inicialmente el
IMC. ElI IMC proporciona la relacién entre la masa y la talla de un individuo adulto,
independientemente de su edad y es ampliamente utilizado para clasificar el peso de individuos de
ambos sexos. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, un IMC entre 20-25 revela un peso
saludable, un IMC mayor a 25 sefiala la presencia de sobrepeso, mientras que un IMC mayor a 30

indica obesidad.

a) b)
40 - 40 } LA LL] |
| *k k% |
354 : * ok k : 30 ———...
pr ey
2) 307 3) |
s s 20
= 554 =
10 1
20 A
15~ 0-
Co Chagasicos Co Asi MCC

Figura 10: indice de Masa Corporal (IMC) se calculé en funcién del peso y la altura del individuo
[(kg)/altura?(m)]. a) IMC en la totalidad de los pacientes con Enfermedad de Chagas crénica en relacién a los
individuos Controles (Co). b) IMC en funcidén de la presencia o ausencia de patologia cardiaca. Asi:
Asintomaticos, MCC: con Miocardiopatia Chagasica Crdnica. Los resultados se expresan como media *
SEM. ****p<0.0005

En la poblacién bajo estudio, los individuos con Enfermedad de Chagas crénica presentaron un IMC
mayor que los individuos sanos (Fig. 10a). Incluso, un 42% de los individuos chagdsicos presentd
valores de IMC compatibles con obesidad. Esta diferencia se mantuvo al sub-clasificar a los individuos

chagasicos en funcién de la presencia o ausencia de miocarditis (Fig. 10b). Cabe destacar que entre
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los distintos grupos de chagasicos, el IMC (Lev: 29.9+0.6; Sev: 28.5+0.7) no estuvo afectado por la
severidad de la miocardiopatia. Un comportamiento similar se observé en el ICC, el cual es
considerado una medida antropométrica complementaria al IMC. La OMS establece niveles normales
del ICC de 0.8 en mujeres y 1.0 en hombres. Valores superiores revelarian obesidad abdomino-
visceral, la cual esta asociada a un riesgo cardiovascular aumentado. Los valores obtenidos fueron los
siguientes: Co: 0.84+0.0, total individuos chagdsicos: 0.89+0.0*, Asi: 0.88+0.1*, MCC: 0.90+0.1*;
*p<0.05 vs. Co. Por otra parte, las alteraciones en este indice fueron mas notorias en mujeres que en

hombres (no se muestran datos).

TABLA 4 Pacientes P
Controles Total Asintomaticos MCC
Leves Severos
Colesterol (mg/dl)
+
RF: 130-200 19417 18614 18746 184+8 18218
Trigliceridos (mg/dl)
+ + * H5 * g5 * + * *
RF: 50-150 9818 13847 139+10 138+12 12148 vs Co p<0.05
HDL (mg/dl) * * *
+ * *
RE: 40-100 6013 48+1 47+2 4913 48+2 vs Co p<0.01
LDL (mg/dl)
RE: 4-100 9915 10916 10948 118+12 10110

Los datos son expresados como media + ESM

La evaluacion del perfil lipidico en los pacientes chagdsicos mostrd que, a excepcion de las LDL
(lipoproteinas de baja densidad), todos los pardmetros analizados se encontraron dentro de los
rangos de referencia (Tabla 4). De todas formas, los niveles de LDL no difirieron significativamente
entre individuos Co y chagdsicos. Tampoco se observaron variaciones en los niveles de colesterol
entre los grupos en estudio. Por el contrario, los pacientes chagasicos, independientemente del
grado de afectacién cardiaca, mostraron cantidades incrementadas de triglicéridos y niveles menores

de HDL (lipoproteinas de alta densidad) que los individuos Co.
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No se observaron diferencias en la glicemia entre individuos Co y chagasicos, si bien dentro de estos
ultimos, los Sev presentaron valores de glucosa en sangre mayores que el resto de los individuos (Co:
84,2+1,5; Asi: 88,7+1,7; Lev: 88.8+2.4; Sev: 90.1+2.5%; *p<0.05 vs Control, Kruskall-Wallis test). Dado
qgue en los pacientes chagdsicos se perdia la normalidad de la distribucién de la variable glicemia, los
mismos fueron transformados aplicando logio(N), tal como puede observarse en las Fig. 11a y 11d.
Posteriormente, se ajustaron los datos en funcién del IMC (Tabla 5). Los resultados de tales ajustes
indicaron que la glicemia no estaba influenciada por el IMC los diferentes grupos. Cuando esta
evaluacion se realizdé teniendo en cuenta el sexo, no se observaron diferencias entre los distintos
grupos de mujeres. Sin embargo, los varones con patologia severa mostraron mayores niveles de
glicemia que los Co al ajustar por IMC (Tabla 5). El ajuste por edad no arrojé diferencias, indicando

gue este parametro no influenciaba los datos obtenidos.

A diferencia de la glicemia, la insulinemia estuvo claramente incrementada en los pacientes
chagasicos (Insulinemia (uUl/ml): Co: 7.0£0.5; chagasicos: 10.5£0.6, p<0.005 Kruskall-Wallis test). En las
Fig.11b y 11e se puede apreciar claramente que tanto los Asi como los MCC presentan este aumento
en relacién a los pacientes sanos. Sin embargo, estas diferencias desaparecen cuando la variable es
ajustada por el IMC (Tabla 5). La resistencia a insulina se estimé mediante el HOMA-IR. Valores de
este indice >3 sugieren que un individuo presenta insulinorresistencia. En lo que respecta a este
indice, se repite la misma situacién que la observada para la insulinemia: los individuos chagdsicos,
tanto los Asi como con MCC presentan valores de HOMA-IR por encima de los de los Co (Fig. 11cy
11f), sin embargo, dichas diferencias desaparecen tras realizar el ajuste por el IMC (Tabla 5). En
ninguno de estos pardmetros se observaron variaciones en los resultados al evaluar por sexo o
corregir por edad. En otras palabras, las alteraciones observadas en los individuos chagasicos

estarian vinculadas a las alteraciones que presentan en el IMC.
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Figura 11: Evaluacion de parametros metabdlicos. Valores obtenidos en la totalidad de los pacientes sanos
(Co) y chagasicos: a) Glicemia. b) Insulinemia. c)indice HOMA-IR (Co). Valores obtenidos en funcién de tipo de
patologia crénica: d) Glicemia e) Insulinemia f) indice HOMA-IR. Los valores de glicemia (mg/dl), insulinemia
(LUI/ml) e indice HOMA-IR [glucosa x insulina/405] fueron normalizados aplicando logio(N). Los resultados se
expresan como media + SEM. *p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001.
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TABLA 5 p ajustado por IMC (vs Co)

Asintomdticos mcc
Total n.s. n.s.
Glicemia Mujeres n.s. n.s.
Hombres n.s. p<0.05
Total n.s. n.s.
Insulinemia Mujeres n.s. n.s.
Hombres n.s. n.s.
Total n.s. n.s.
HOMA-IR Mujeres n.s. n.s.
Hombres n.s. n-s-

n.s: no significativo.

La glucosa puede unirse a la hemoglobina en los glébulos rojos mediante un proceso denominado
glicosilacion y la cantidad de hemoglobina glicosilada refleja los niveles promedio de glucosa en
sangre durante las 8 a 12 semanas previas al examen. Este test es muy utilizado para el control del
nivel de glicemia en los tratamientos de la diabetes. Si bien en nuestros estudios se excluyeron los
individuos diabéticos, los valores de hemoglobina glicosilada en los individuos Sev se encontraron
por encima del limite superior del RFy difirieron de los hallados en los Co (Co: 5.5+01; Asi: 5.6+01;
Lev: 5.6+0.1: Sev: 6.1+0.1%*; p<0.05 vs Co, Tukey test).Esta diferencia se mantiene al ajustar los datos

por IMC.

D.2.4. Evaluacion de mediadores inmuno-enddcrinos en la poblacion en estudio

A continuacién, se evaluaron los niveles plasmaticos de dos de las principales citocinas inflamatorias
gue intervienen en la infeccion: FNT-a e IL-6. Los niveles de IL-6 en circulacidon fueron mayores en los
pacientes chagasicos crénicos que en los Co (Fig. 12a), mientras que al sub-clasificar a los pacientes
chagasicos en Asi y con MCC, se comprobd que este aumento se debia exclusivamente al grupo con
MCC (Fig. 12b). Ademads, comprobamos que IL-6 no estd influenciado por el IMC o la edad. El
comportamiento general del FNT-a fue similar al de la IL-6 (Fig. 12cy 12 d), y si bien en este caso los

valores mas elevados de esta citocina se registraron en los pacientes que presentaban MCC, no
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alcanzaron significado estadistico. Cabe destacar que dadas las caracteristicas de la variable FNT-q,

esta no se pudo normalizar, y por lo tanto no pudieron realizarse ajustes por IMC o edad.

a) b)
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Figura 12: Niveles plasmaticos de FNT-a e IL-6. Valores obtenidos en la totalidad de los pacientes sanos (Co) y
chagaésicos (a y c) o en funcién del tipo de patologia crénica (b y d). Ambas citocinas se determinaron en pg/ml.
Los valores de IL-6 fueron normalizados aplicando logio(N). Los resultados se expresan como media + SEM.
* %k

p<0.005

A continuacion, se evaluaron los niveles de las hormonas adrenales Cortisol y DHEA-S, cuya
produccidn se encuentra estrechamente relacionada con la actividad del eje HPA. Asimismo, DHEA y

su forma sulfato DHEA-S presentan dimorfismo sexual y sus niveles varian de acuerdo a la edad.
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Figura 13: Niveles circulantes de Cortisol, DHEA-S y relacion Cortisol/DHEA-S. Valores obtenidos en la
totalidad de los pacientes sanos (Co) y chagasicos (a-c) o en funcion del tipo de patologia crénica (d-f). Ambas
hormonas se determinaron en pg/dl. Los valores de DHEA-S fueron normalizados aplicando logio(N). Los
resultados se expresan como media + SEM. *p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001.

Los estudios realizados mostraron que los individuos chagasicos presentaban una leve pero

significativa hipocortisolemia en relacidn a los individuos sanos, y que este mismo perfil se mantenia

61



independientemente de su forma clinica (Fig. 13a 'y 13d). Asimismo, los valores de DHEA-S estuvieron
por debajo de los Co en los individuos chagasicos (Fig. 13b) y fueron ain menores en los MCC que en
los Asi (Fig. 13e). La misma diferencia global se observé al ajustar por edad. Sin embargo, al separar
los pacientes por sexo y nuevamente ajustar por edad, las diferencias en los niveles de DHEA-S solo

se mantienen en las mujeres con cardiopatia severa (Tabla 6).

A continuacion, a fin de estudiar posibles desbalances en la activacidon del eje HPA, se evalué la
relacidn Cortisol/DHEA-S. Esta relacidn tendidé a estar aumentada los pacientes chagasicos respecto
de los controles (Fig. 13c), mientras que este aumento fue significativo en los individuos con MCC
respecto de los Asi y los Co (Fig. 13f). Sin embargo, al corregir por edad y separar por sexo estas

diferencias desaparecen (Tabla 6).

TABLA 6 p ajustada por edad (vs Co)
Asintomdticos mcc Severos
Total p<0.05 p<0.05 n.s.
Cortisol Mujeres n.s. p<0.05 n.s.
Hombres p<05 n.s. n.s.
Total n.s. p<0.05 p<0.05
DHEA-S Mujeres n.s. n.s. p<0.05
Hombres n.s. n.s. n.s.
Total n.s. n.s. n.s.
Cortisol/DHEA-S  Mujeres n.s. n.s. n.s.
Hombres n.s. n.s. n.s.

n.s: no significativo.

Por ultimo, evaluamos los niveles plasmaticos de las adipocitocinas Leptina y Adiponectina. Se ha
descripto que ambas adipocitocinas presentan dimorfismo sexual y que su produccién se encuentra
influenciada por la cantidad de tejido adiposo presente en un individuo, motivo por el cual se tuvo en

cuenta sus variaciones entre sexos y se procedio a realizar ajustes por IMC.
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Figura 14: Niveles plasmaticos de Leptina y Adiponectina. Valores obtenidos en la totalidad de los pacientes
sanos (Co) y chagasicos (a y ¢) o en funcién del tipo de patologia crénica (b y d). La leptina se determiné en
ng/ml, mientras que la adiponectina se determind en ug/ml. Los valores de Adiponectina fueron normalizados
aplicando logio (N). Los resultados se expresan como media + SEM. * p<0.05

Los niveles de Leptina fueron significativamente mayores en la poblacion de individuos con
Enfermedad de Chagas crdnica que en los controles sanos (Fig. 14a), mientras que no se observaron
diferencias en cuanto a los niveles de adiponectina (Fig. 14c). Al sub-clasificar en funcién de la
patologia cardiaca, se observd que este incremento era solo evidente en los individuos con MCC (Fig.
14b). Estas diferencias se mantuvieron en las mujeres al ajustar por el IMC, mientras que se
perdieron en los varones (Tabla7). Inesperadamente, los niveles de Adiponectina difieren de los Co

al ajustar por IMC (Tabla 7).

63



TABLA 7 p ajustada por IMC (vs Co)

Asintomadticos mcc
Total n.s. n.s.

Leptina Mujeres n.s. p<0.05
Hombres n.s. n.s.
Total n.s. n.s.
Adiponectina Mujeres p<0.05 n.s.
Hombres n.s. n.s.

n.s: no significativo.

D.2.5. Evaluacion de la expresion de transcriptos de PPAR-y y receptores de citocinas en células

periféricas mononucleares provenientes de pacientes con Enfermedad de Chagas cronica

A fin de estimar la capacidad de las células inmunocompetentes de responder a las citocinas y
adipocitocinas detectadas en circulacién, se obtuvieron a partir de sangre venosa CPMs y se evalué
en las mismas la expresion de los transcriptos de PPAR-y y los correspondientes a los receptores de
adiponectina (Adipo-R1 y Adipo-R2), leptina (ObR, incluye todas las isoformas), IL-6 (IL-6R) y FNT-a
(FNT-R1 y FNT-R2). Estas evaluaciones se realizaron sobre un nimero mas acotado de individuos que

en los estudios anteriores, debido a cuestiones operacionales.

Los resultados de tales evaluaciones indicaron que la expresion del transcripto de PPAR-y estaba
incrementada en los individuos con MCC, si bien este aumento no alcanzd significado estadistico (Fig.
15a). En cuanto a los transcriptos de los receptores Adipo-R1 y Adipo-R2, se observd un aumento
significativo en su expresién en los pacientes con MCC (Fig. 15b y 15c), mientras que contrariamente,
los transcriptos del ObR se encontraron bruscamente disminuidos en individuos con MCC (Fig. 15d).
Al mismo tiempo, no se observaron variaciones en la expresién del IL-6R entre ninguno de los grupos
estudiados (Fig. 15e). Por ultimo, se registré un aumento en la expresion de los transcriptos de FNT-
R1y FNT-R2 en los pacientes chagasicos en relacion a los Co, que sélo alcanzé significado estadistico

en el caso del FNT-R2 (Fig. 15fy 15g).
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Figura 15: Evaluacion de la expresion de transcriptos de PPAR-y y receptores de citocinas. Mediante RT-qPCR
se determind en células mononucleares periféricas la expresion de los siguientes transcriptos: a) PPAR-y. b)
Receptor de adiponectina tipo 1 (Adipo-R1). c) Receptor de adiponectina tipo 2 (Adipo-R2). d) Receptor de
leptina (ObR). e) Receptor de IL-6 (IL-6R). f) Receptor de FNT-a tipo 1 (FNT-R1). g) Receptor de FNT-a tipo 2
(FNT-R2). Los resultados se expresan como unidades arbitrarias y se muestran con media * SEM (n=15/grupo).

*p<0.05; ** p<0.005.

Co

Asi

MCC

—
Co Asi MCC
T T
Co Asi Mmcc
L * 1
e}
-
Co Asi MCC



D.2.6. Correlaciones y andlisis discriminante de las variables inmuno-metabdlicos

A continuacidn, se analizaron todas las posibles asociaciones entre las variables estudiadas, mediante

estudios de correlacién. En la tabla 8 se resumen los valores de “r” (coeficiente de correlacién) y “p”

de todas las correlaciones analizadas.

TABLA 8 Poblacién total Controles Chagasicos Asintomaticos mcc
Par r p r P r p r p r P
Adiponectina vs IMC -0.2348 0.0079 | -0.4038 0.0408 n.s n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
Adiponectina vs Insulina | -0.3223 0.0001 n.s. n.s. -0.3318 0.0003 n.s. n.s. -0.3884 0.0026
’22:‘/’;::?"3 v 03417 0.0001| ns.  ns | 03818 0.0001| ns.  ns. | 0.4261 0.0008
Adiponectina vs HOMA -0.3024 0.0001 | -0.3675 0.0498 | -0.2842 0.0023 n.s. n.s. |-0.3238 0.0149
Adiponectina vs DHEA-S | -0.3226 0.0001 n.s. n.s. -0.4071 0.0001 | -0.3242 0.0280 | -0.3711 0.0038
Leptina vs IMC 0.3075 0.0002 | 0.5429 0.0023 | 0.2112 0.0282 n.s n.s 0.3529 0.0057
Leptina vs IL-6 0.2924 0.0004 n.s. n.s. 0.2415 0.0100 n.s n.s 0.2897 0.0235
Leptina vs FNT-a n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s 0.3485 0.0256 n.s. n.s.
Leptina vs DHEA-S -0.2616 0.0017 n.s n.s -0.2618 0.0053 | -0.4091 0.0043 n.s n.s
Leptina vs Cor/DHEA 0.2166 0.0096 n.s n.s 0.2736 0.0035 | 0.4556 0.0013 n.s. n.s
IL-6 vs FNT-a 0.5593 0.0001 | 0.6309 0.0002 | 0.5353 0.0001 | 0.6049 0.0001 | 0.4883 0.0001
IL-6 vs Glucosa -0.3099 0.0002 | -0.4661 0.0108 | -0.3168 0.0006 | -0.3949 0.0088 n.s. n.s
IL-6 vs Cortisol/DHEA-S n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s 0.2602 0.0428
FNT-a vs Glucosa -0.4754 0.0001 | -0.5528 0.0019 | -0.4716 0.0001 | -0.4755 0.0013 | -0.4137 0.0011
FNT-oc vs HOMA n.s. n.s. n.s n.s -0.1877 0.0465 n.s n.s n.s n.s
Insulina vs Glucosa 0.2037 0.0062 n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s
Insulina vs IMC 0.4384 0.0001 | 0.3454 0.0251 | 0.4043 0.0001 | 0.4803 0.0001 | 0.3550 0.0014
Glucosa vs IMC 0.2609 0.0003 n.s n.s 0.2083 0.0125 | 0.3145 0.0128 n.s. n.s
HOMA-IR vs IMC 0.4549 0.0001 | 0.4098 0.0001 | 0.3827 0.0148 | 0.5373 0.0001 | 0.3192 0.0067
Cortisol vs IMC -0.1762 0.0140 n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s
Adiponectina vs Leptina n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Adiponectina vs IL-6 n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s
Adiponectin vs Glucosa n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Adiponectina vs Cortisol n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s
Adiponectina vs FNT-a n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Leptina vs HOMA n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s
Leptina vs Glucosa n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Leptina vs Insulina n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s
Leptina vs Cortisol n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
FNT-a vs Cortisol n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s
FNT-a vs DHEA n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
FNT-a vs Cor/DHEA n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s
FNT-a vs Insulina n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
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FNT-a vs IMC n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
IL-6 vs Cortisol n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
IL-6 vs DHEA n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
IL-6 vs Insulina n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
IL-6 vs HOMA n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
IL-6 vs IMC n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cortisol vs DHEA-S n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cortisol vs Insulina n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cortisol vs Glucosa n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cortisol vs HOMA-IR n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
DHEA-S vs Insulina n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
DHEA-S vs Glucosa n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
DHEA-S vs HOMA-IR n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
DHEA-S vs IMC n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cor/DHEA-S vs Insulina n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cor/DHEA-S vsGlucosa n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cor/DHEA-S vs HOMA n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cor/DHEA-S vs IMC n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Asociaciones entre las diferentes variables para los distintos grupos de estudio. n.s: no significativo.

Posteriormente, se realizé un andlisis discriminante a fin de detectar variables o valores de variables
que sirvieran para discriminar algun grupo en particular. Como puede observarse en la Fig. 16, la
clasificacién entre Co e Infectados no es suficientemente clara. Los analisis de clasificacién cruzada
revelan que si bien el 90% de los Asi son correctamente clasificados, el porcentaje global solo se
acerca al 60,3 %, es decir que de cada 10 pacientes, sd6lo 6 podrian ubicarse en el grupo

correspondiente en funcidn de los valores que adquieren las variables en cada grupo.
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Figura 16: Analisis discriminante de las variables inmuno-enddcrinas. En la imagen puede observarse el arbol
de decision CART. DHEA e IMC son las variables que mas parecen discriminar entre grupos.
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E. DISCUSION Y CONCLUSIONES

E.1. INTERRELACIONES INMUNO-ENDOCRINAS Y METABOLICAS EN LA INFECCION AGUDA

EXPERIMENTAL CAUSADA POR T. cruzi

Durante el curso de una infeccidn, el huésped responde con una reaccion de defensa generalizada, la
cual genera cambios a nivel inmunoldgico, metabdlico, neuro-enddcrino y conductuales °. En los
mamiferos, los depdsitos de TA blanco representan reservas de energia que se utilizan durante
periodos de ingesta de alimentos reducida y que también son muy importantes para el
mantenimiento de procesos que demandan un gran gasto energético como la respuesta inmune.
Durante un proceso infeccioso, el gasto energético elevado puede resultar en deficiencias
metabdlicas que afectaran el desenlace de la enfermedad. En particular, una disminucidn excesiva de
la masa de TA se ha asociado con una respuesta inmune ineficiente en una gran cantidad de
especies, incluyendo los seres humanos 2*22%, En este contexto las citocinas juegan un papel activo
en la regulacién del metabolismo a nivel central y periférico, resultando en la reduccién de la ingesta
de alimentos y del peso, lo que puede dar como resultado un estado de caquexia caracterizado por

una notable pérdida de masa musculary TA 171173:224.225

La infeccién aguda en C57BL/6 ha sido bien descripta en nuestro laboratorio desde el punto de vista
inmunoldgico. Estos ratones cursan una infeccion aguda letal, caracterizada por una respuesta
inmune exacerbada, presentando elevados niveles de mediadores pro-inflamatorios como IL-6, FNT-
a, IL-1B y NO. Estos mediadores, son necesarios para la eliminacién del parasito, pero su liberacién
en exceso y durante tiempos prolongados genera un gran dafio tisular y llevan a un estado de
caquexia. Sin dudas, el desarrollo de una respuesta inflamatoria exacerbada es una de las principales
causas de la miocarditis observada durante la infeccién aguda. En este sentido, en trabajos en los que

se utilizd ratones “knock-out” para los receptores de FNT-a, se observd que estos ratones
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presentaban mayores parasitemias y mayor parasitismo tisular junto con un menor tiempo se
sobrevida. Sin embargo, no presentaban dafio en las fibras del miocardio ni un marcado infiltrado
inflamatorio en el mismo durante el curso de la infeccidn 22, Asimismo también se reporté que la
caquexia observada durante la infeccién, se veia atenuada luego del bloqueo del TNF-a con
anticuerpos especificos 3°. En este contexto, si bien también se produce un aumento en los niveles de
mediadores anti-inflamatorios tales como la citocina IL-10 y la corticosterona, no es suficiente para
contrarrestarla inflamacién, por lo que esta respuesta inmuno-enddcrina desbalanceada es la que se

asocia al curso letal de la infeccidn °°.

La infeccidn en los animales C57BL/6 induce una clara disminucion del peso conjuntamente con una
marcada hipoglicemia, resultados que coinciden con los observados en trabajos previos de nuestro

49,162,168,227  En estos estudios, el estado

grupo y otros modelos de infeccion aguda por T. cruzi
hipoglicémico se asocié con una mayor mortalidad %%, La hipoglicemia seria consecuencia de un
proceso multifactorial que incluiria el incremento exacerbado de citocinas pro-inflamatorias como
TNF-a, IL-6 e IL-1B, la reduccién de la ingesta de alimentos al final del curso de la infeccidn, la
afectacién hepatica causada por el pardsito que generaria deficiencias en la via gluconeogénica,
sumado a la gran demanda energética originada por la activacion del sistema inmune*>??72% |3
glucosa es el principal combustible que disponen las células del sistema inmune para realizar
aquellos procesos que les permitan activarse y responder a los patégenos, como la proliferacién, la
expansion clonal, la fagocitosis y la generacion de mediadores y células efectoras?°. La regulacién de
la captacion de la glucosa en las células inmunoldgicas durante un proceso inflamatorio estaria
favorecida por IL-1B%!. Se ha reportado que la administracién de IL-1B puede producir una
hipoglicemia prolongada y que esta citocina es capaz de aumentar el transporte de glucosa mediado
por GLUT-1 en las células del sistema inmune??234, De esta manera, el aumento de IL-1B observado
durante la infeccidn en los C57BL/6 podria favorecer la captacion de glucosa por el sistema inmune

para el montaje y mantenimiento de la respuesta inflamatoria, y a la vez, contribuir al desarrollo de

la hipoglicemia observada. Por otra parte, IL-1By FNT-a poseen efectos anorexigenos y podrian
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influenciar en forma indirecta los niveles de glicemial’®?2>23>7237_ Curiosamente, en sepsis bacteriana
se ha observado que la respuesta metabdlica se asocia frecuentemente con hiperglucemia vy
resistencia a la insulina?®23°, Sin embargo, nuestros resultados nos permiten conjeturar que la
infeccion no afectaria la capacidad de los animales de producir insulina o de utilizarla con eficacia, ya
que, a pesar de que los niveles basales de glucosa en los animales infectados son extremadamente
bajos, la prueba oral de tolerancia a la glucosa sugiere que estos mantienen la capacidad de eliminar
la glucosa ingerida a pesar del alto grado de inflamacion. Liamativamente, resultados similares se han
obtenido en algunos modelos experimentales de infeccién por T. cruzi'®?, mientras que otros
reportan una leve disminucién en la insulinemia durante el curso tardio de la infeccion, resultados
gue serian consistentes con la respuesta fisiolégica a una hipoglicemia persistente y a la afectacion

de las células B pancreéticas debido a la infeccidn 227240,

Asimismo, es evidente que la infeccion aguda cursa con hipercolesterolemia y trigliceridemia. Los
cambios producidos en los niveles de glucosa y lipidos estdn probablemente asociados a la gran

241-244 | 3 hipertrigliceridemia

demanda metabdlica que implica la respuesta inmune anti-infecciosa
podria deberse a una disminucién en la depuracion de los triglicéridos en circulacién, asi como a un

aumento en la sintesis de novo de triglicéridos en el higado mediado por FNT-a e IL-62*, o bien a

partir de &cidos grasos libres generados por un aumento en la lipdlisis del TA 246,

En este contexto, la disminucidn drastica que presenta el TA epididimal en paralelo al desarrollo de
un importante proceso inflamatorio in situ, muestra claramente que la infeccién aguda genera en ese
tejido una clara alteracion de la homeostasis lipidica. La lipoatrofia de dicho tejido seria consecuencia
de un aumento en la lipdlisis debido la alta demanda energética y el estado inflamatorio subyacente,
ya que se ha reportado que las citoquinas pro-inflamatorias como FNT-a e IL-6 son capaces de
estimula la lipdlisis del TA?*2%8 Estos hallazgos serian claramente compatibles con lo observado en
nuestro modelo, ya que la expresidn de las mismas citocinas se encontré visiblemente aumentada en

este organo al dia 17 pi. Asimismo, la lipdlisis podria ser también el resultado directo de la presencia
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del pardsito o sus antigenos en el TA. En relacidn a esto ultimo, se reporté que el LPS puede estimular
la lipdlisis en los adipocitos mediante la unidn y activacion de los TLR-4 en su superficie, tanto in vivo
como in vitro, mecanismo por el cual podria actuar también T. cruzi, ya que se sabe que puede
activar TLR-4 a través del GPI presente en su membrana 2*>%°°, A su vez, la muerte celular de los
adipocitos (ya sea por apoptosis o necrosis), ocasionada por la respuesta inflamatoria o por el dafo
directo provocado por el parasito, también contribuiria a la pérdida de la masa del TA. Por ultimo, la
lipdlisis también podria ser también consecuencia de la accidén pro-lipolitica de las catecolaminas
liberadas por la activacién del sistema nervioso simpatico en los ratones C67BL/6 durante la

infeccion?>12%2,

La presencia del infiltrado inflamatorio al dia 17 pi, predominantemente linfocitario/mononuclear,
revelé la presencia de linfocitos T, células dendriticas y Mfs. La presencia de Mfs en dicho infiltrado
estaria asociada tanto a la presencia de nidos de amastigotes como a su reclutamiento debido al
dafio tisular que experimenta dicho tejido. Incluso, el incremento local de acidos grasos causados por

la lipdlisis podria aumentar el reclutamiento de Mfs al TA%®3,

El claro estado inflamatorio que presenta el TA durante la infeccién, ademds de intervenir en la
regulacion de la demanda energética, podria incrementar la respuesta inflamatoria sistémica

asociada al proceso infeccioso.

El perfil secretor de citocinas y adipocitocinas esta alterado en el TA durante la infeccidn. Los niveles
de leptina séricos y tisulares estan notablemente disminuidos durante el curso de la infeccién aguda,
lo cual se asocié a la disminucién de la masa del TA y a la disminucién de la ingesta. Estos resultados
concuerdan con hallazgos similares obtenidos en modelos diferentes de infeccidon chagasica y con

162254 " La hipoleptinemia observada estaria

estudios realizados en pacientes con tuberculosis
asociada a la drastica disminucidn de la masa del TA que se da durante el curso de la infeccion. Sin

embargo, y en contraste con nuestros resultados, otros autores han observado un incremento en los

niveles de leptina sérica durante la fase aguda de la infeccién 2°°. Cabe notar que en dicho modelo

72



experimental, la hiperleptinemia tiene lugar sin cambios en peso corporal o en la masa del TA, ni con
un curso letal agudo de la infeccidn 2. Asimismo, reportes previos de nuestro grupo mostraron que
la reduccidn en los niveles de leptina ocurria paralelamente a una disminucién en la expresién de su
receptor (ObR) en el hipotdlamo, mientras que la administracion de la adipocitocina ratones
infectados agravaba la inflamacion. En conjunto, estos resultados sugieren que la infeccién aguda por
T. cruzi en ratones C57BL/6 coexiste con una desregulacion del circuito leptina/ObR hipotalamico que

esta disociado del peso corporal y del control de la ingesta de alimentos 8,

Por otra parte, los mediadores y células que contra regulan la respuesta inflamatoria tales como
PPAR-y, adiponectina y células T reguladoras, sufren una clara disminucién en el TA durante la
infeccidn por T. cruzi. La disminucidn en el nimero de células T reguladoras también se evidencia en
contextos inflamatorios crénicos, tal como ocurre en el TA de ratones obesos®°®. En este sentido se
ha detectado que una disminucidn en la expresion de adiponectina tendria un papel deletéreo en el
mantenimiento de la poblacién T reguladora®’?*%, Dado que una disminucién en los niveles de
adiponectina, generalmente se asocia con aumento de la adiposidad y la glicemia, fue llamativo
encontrar que durante el curso de la infeccion los niveles de su RNA mensajero en TA también se
hallaron disminuidos. Sin embargo, estos resultados fueron coincidentes con lo reportado por otros
autores 162163255 No puede descartarse que su disminucidon se deba a la presencia exacerbada de

259,260

FNT-a e IL-6, las que tienen un fuerte efecto inhibitorio sobre su secrecién en adipocitos , 0 bien

a la disminucién en la expresion de PPAR-y, el cual es capaz de activar su transcripcion®261,
Asimismo la disminuciéon en la expresion de PPAR-y también estaria relacionada al entorno
inflamatorio presente en el tejido, tal como lo sugieren hallazgos similares obtenidos en TA de
ratones tras el desafio con LPS?°2%2, A su vez, las variaciones observadas en PPAR-y y adiponectina
estan en sintonia con lo reportado previamente en cultivo de células 3T3 infectadas in vitro con T.
cruzi '®8. Esta disminucidn en adiponectina y PPAR-y permitiria el establecimiento de una inflamacién

severa en el TA. En este sentido, en otros trabajos se reportd que la pérdida de la expresién de PPAR-

Yy genera un aumento en el nimero de Mfs inflamatorios (perfil M1) en el TA y que su activacion en
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este tejido genera un efecto anti-flogistico por inhibicion de la liberacién de mediadores
inflamatorios!®>?%. Teniendo en cuenta que la miocardiopatia chagasica tiene un importante
componente inflamatorio y que se ha observado que ratones deficientes en adiponectina desarrollan

263

inflamacién en miocardio**®, es posible que el contexto hiper-inflamatorio asociado a la disminucion

de adiponectina tisular contribuya al establecimiento de la miocardiopatia aguda.

Los efectos beneficiosos de la administracidon de agonistas de PPAR-y en contextos inflamatorios han
sido bien documentados, en especial en lo que respecta a sus acciones inhibitorias sobre la secrecién
de citocinas tales como FNT-a, IL-6, e IL-1B%%*. Ademas, el tratamiento con agonistas o activadores
especificos del PPAR-y aumentan la supervivencia en cuadros sépticos, enfermedades
granulomatosas o neumonia causada por Influenza®'*%%>2%¢_|ncluso, existen evidencias que muestran
qgue la administracién de dichos agonistas aumenté la supervivencia en casos de malaria cerebral o
esquistosomiasis debido al control que ejercieron sobre la respuesta inflamatoria 2!%?'2, El papel
protector de los agonistas de PPAR-y en la infeccién aguda por T. cruzi se ha evaluado
primordialmente a nivel de tejido cardiaco y los hallazgos resultantes sugieren que tendrian un claro

216-218

efecto anti-inflamatorio . Sin embargo, ninguno de estos estudios ha evaluado hasta el

momento el impacto que el tratamiento tendria sobre el TA y el metabolismo durante la infeccién.

La administracion de los agonistasde PPAR-y a los animales C57BL/6 en ausencia de infeccion tendid
a incrementar la expresion de PPAR-y en el TA, tal como se ha reportado en otros modelos
experimentales 6% Sin embargo, este aumento no se observé durante la infeccion, donde los
valores de PPAR-y se mantienen tan disminuidos como los de los infectados sin tratar. Por otra parte,
si bien se ha observado que los agonistas de PPAR-y incrementan los niveles séricos de adiponectina

193268 ' an nuestro modelo solo observamos que el tratamiento

y su expresién en cultivos celulares
indujo un leve incremento en los valores de expresién del RNA mensajero de adiponectina, que no

alcanzd significado estadistico. En presencia de concentraciones elevadas de FNT-a esta inhibicion

estaria mediada por la via de sefalizacion de NF-kB, ya que se ha demostrado que la inhibicion de la
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quinasa IkB conduciria a un aumento de los niveles plasmaticos de adiponectina®®. Por otra parte, es
posible que la disminucidn en los niveles de adiponectina causados por la infeccidon tengan un efecto
permisivo sobre el establecimiento del infiltrado inflamatorio en el TA, ya que su presencia inhibiria

la produccion de ligandos de quimiocinas en los Mfs e influenciaria el reclutamiento de linfocitos T?7°.

La administracion de los agonistas durante el curso de la infeccion no modificé mayormente el peso
de los ratones controles, ni se mejord la pérdida de peso en los infectados, si bien se encuentra bien
documentado que el tratamiento con agonistas de PPAR-y produce aumento en el peso tanto de
animales como de humanos ?’%, Este aumento estaria relacionado con la capacidad de estimular la
adipogénesis en el TA, pero también se propone que su activacién a nivel del sistema nervioso
central induciria hiperfagia y favoreceria el desarrollo de resistencia a leptina, favoreciendo el
aumento en el peso corporal®’?. Posiblemente, en nuestro modelo, el corto periodo de tiempo en el
que se administrd los agonistas no haya sido suficiente para inducir un incremento en el peso
corporal. Tampoco se observé un efecto sobre la glicemia. Si bien se sabe que PPAR-y aumenta la
sensibilidad a la insulina y disminuye la glicemia, estos cambios se inducen en un contexto
diabetogénico, distinto al de los ratones controles donde la sensibilidad a insulina no se encuentra
afectada, o al de los animales infectados donde se evidencia una marcada hipoglicemia.
Coincidentemente, otros estudios en donde se utilizaron agonistas de PPAR-y tampoco registraron
alteraciones en los niveles de glucosa en individuos sin trastornos metabdlicos 1°*.Por otra parte, se
ha observado que la activaciéon de PPAR-y inhibe la expresién de leptina en el TA 2327>, resultado que
no se vio reflejado en nuestro modelo experimental, aunque si se observd una disminucidn en sus
niveles plasmaticos luego del tratamiento. Por otra parte, tampoco se observaron cambios en la

hipoleptinemia causada por la infeccion.

Uno de los mecanismos propuestos para el efecto insulino-sensibilizante de los agonistas de PPAR-y
es la disminucién de los niveles de lipidos en circulacién por aumento de su almacenamiento en el

TA. De esta manera se reduce la acumulacién de lipidos en otros tejidos como musculo esquelético e
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higado, mejorando la sensibilidad a insulina de los mismos ¢, En nuestro modelo, los animales
controles que recibieron Rsg disminuyeron el area de los adipocitos y la cantidad de triglicéridos en
circulacion. La menor area podria deberse a que la Rsg estimuld la diferenciacién de nuevos
adipocitos, si bien esto no necesariamente reflejé un aumento en la masa del TA. Durante el curso de
la infeccién, los agonistas indujeron la disminucidn de triglicéridos en circulacién, lo cual coincidié
con el aumento en el area adipocitaria y la mengua en el infiltrado inflamatorio. En este contexto,
puede pensarse que a causa de la modulacién de la respuesta inflamatoria en el TA por la activacion
de PPAR-y, habria una disminucién en la lipdlisis con la consecuente disminucién de la

hipertrigliceridemia.

La evaluacidn del infiltrado inflamatorio en el TA de los animales infectados tras el tratamiento con
Rsg mostré una mayor proporcién de Mfs y de tipo “espumoso”. Los Mfs “espumosos” presentan
cambios en la internalizacién y el eflujo de lipidos?”’. La internalizacién se encuentra mediada en
parte por CD36 7. Otros autores también observaron los agonistas de PPAR-y incrementan la
expresion de CD36 en la superficie de los Mfs, la internalizacion de lipidos y el desarrollo de un
fenotipo “espumoso”?’®, lo cual coincidiria con nuestras observaciones. Se ha reportado que los Mfs

279280 Incluso, estudios con Mfs

de fenotipo “espumoso” tendrian funciones anti-inflamatorias
peritoneales infectados y tratados in vitro con agonistas de PPAR-y inducia la diferenciacion desde un
perfil M1 inflamatorio a uno M2 anti-inflamatorio ?%1. En contraste con nuestros resultados, este
trabajo mostré un aumento de la fagocitosis tras el tratamiento. Estas diferencias podrian deberse a
gue en nuestro caso evaluamos la fagocitosis ex vivo, con particulas diferentes (levaduras y no
bacterias) y en ausencia del agonista. Sin embargo y en concordancia con nuestros resultados, en
otros modelos experimentales se ha reportado que la diferenciaciéon hacia un fenotipo M2 estaba

acompafada de una disminucién en la capacidad fagocitica de los Mfs282283,

La infeccion aguda por T. cruzi causa aumento de las enzimas GOT y GPT. Estas enzimas son

ampliamente utilizadas en la clinica para el diagndstico de dafio hepatico. Mientras que GOT infiere
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dafo en corazén o higado, GPT es hepato-especifica y su aumento en circulacién indica claramente la

ocurrencia de dafio hepéatico?®*2

. El higado es también blanco de la infeccién, en donde suele
observarse una gran cantidad de infiltrado inflamatorio y numerosos nidos de amastigotes®l. Por
otra parte, la infeccidon induce la apoptosis en las células del parénquima hepatico, mediada
principalmente por FNT-a??!. En nuestro estudio observamos dafio tisular en musculo esquelético y
cardiaco, con presencia de infiltrado inflamatorio y nidos de amastigotes en paralelo al aumento en
los niveles séricos de CPK %¢%7 Luego del tratamiento con agonistas de PPAR-y, se observé un
aumento paraddjico en los niveles séricos de las enzimas GOT y CPK. Estos resultados indican que el
tratamiento genera un mayor dafo cardiaco, posiblemente debido a una mayor carga parasitaria. En
este sentido, se ha observado tanto in vivo como in vitro un aumento en el nimero de nidos en
corazdn o miocardiocitos luego del tratamiento con agonistas de PPAR-y?**2Y A su vez a nivel del
tejido miocardico, ambos tratamientos provocaron una leve disminucion del infiltrado inflamatorio.
Si bien existen otros trabajos donde luego del tratamiento con PGJ se observa una notable
disminucion de mediadores inflamatorios en miocardio y en cardiomiocitos en cultivo, en estos
trabajos tanto el inéculo como las cepas murinas y de T. cruzi utilizadas son diferentes a las de

nuestro modelo 216217,

Por lo tanto, en nuestro estudio el tratamiento con agonistas de PPAR-y disminuyd débilmente la
inflamacién en el TA, reduciendo la presencia de células inflamatorias. Sin embargo, el infiltrado que
persiste mantendria la capacidad de producir citocinas pro-inflamatorias, ya que no se observaron
diferencias la expresioén de sus transcriptos una vez finalizado los tratamientos. Por otra parte, si bien
los agonistas de PPAR-y parecen inducir la diferenciacion de los Mfs en tipo M2, se necesitarian
estudios mas especificos para confirmar estos hallazgos. De todas formas, el tratamiento no pudo
evitar la marcada pérdida del TA observada durante la infeccidn, no logré alterar el curso de la misma
ni modificar los niveles de adiponectina. Es posible que esta falta de respuesta se deba
principalmente a la baja expresion de PPAR-y causada por el contexto hiper-inflamatorio, situacién

que no seria revertida por el tratamiento.

77



E.2. INTERRELACIONES INMUNO-ENDOCRINAS Y METABOLICAS EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

CRONICA HUMANA

En lo que respecta a los estudios realizados en pacientes chagdsicos, es evidente, sobre todo debido
a las limitaciones de los estudios clinicos trasversales, que nuestros resultados impliquen una
evidencia manifiesta de la participacidn directa de las hormonas en el desarrollo o mantenimiento de
la MCC. Sin embargo, al considerar los efectos de las hormonas sobre la actividad inmuno-metabdlica
y viceversa, consideramos que podemos inferir que de haber alteraciones en los ejes enddcrinos o
metabdlicos, estos podrian tener un efecto sobre el curso de la Enfermedad de Chagas crénica. En
otras palabras, aunque la relacién causa-efecto no puede establecerse a partir de un estudio
transversal, una asociacién entre los resultados y las variables explicativas es un buen punto de

partida.

Uno de los principales hallazgos efectuados en la poblacién en estudio, sefiala que una proporcién
importante de los individuos chagasicos presenta sobrepeso e incluso, en algunos casos, obesidad.
Una serie de estudios nutricionales realizados sobre una poblacién similar proveniente del mismo
nosocomio, también advierte la prevalencia de sobrepeso, que estaria relacionada a la vida en las
grandes ciudades y a las caracteristicas educacionales y socio-econédmicas de estos individuos 8,
Ademads, este mismo trabajo reporta diferencias en el consumo de alimentos entre hombres y
mujeres: mientras que los primeros consumen mas fiambres, carnes y bebidas alcohdlicas, las
mujeres que consumen mas lacteos enteros y bebidas azucaradas?®. Al igual que en nuestro estudio,
también se observé un mayor ICC entre las mujeres con Enfermedad de Chagas . En coincidencia
con nuestros hallazgos, individuos chagdsicos que residen en areas no endémicas de Brasil también
manifiestan sobrepeso!”’. Es posible que el aumento en el IMC que exhiben los individuos con
infeccidn crénica, se deba a que estos realizan cambios radicales en sus habitos alimentarios al

migrar desde las zonas endémicas a las grandes ciudades.
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Sumado al aumento en los valores de las medidas antropométricas, los individuos chagdsicos
presentan mayores valores de insulinemia y triglicéridemia, indice HOMA-IR y menores niveles de
LDL en circulacion que los individuos controles, lo cual remite al sindrome metabdlico. El sindrome
metabdlico, es una conjuncién de alteraciones fisioldgicas, bioquimicas y metabdlicas que aumentan
el riesgo a desarrollar diabetes tipo Il y enfermedades cardiovasculares. Dentro de estas alteraciones
se encuentran la hiperglucemia en ayunas, hipertrigliceridemia, bajos niveles de HDL, exceso de

grasa abdominal, hipertensidn arterial, entre otros factores ¢°.

El estado nutricional de un individuo, ya sea por desnutricion o sobrepeso, tiene un fuerte impacto

sobre la respuesta inmune 22%223.289-291

La obesidad es considerada hoy en dia un estado de
inflamacién crénica de bajo grado °2. La hipertrofia de los adipocitos conduce al reclutamiento de
Mfs y linfocitos Th1l con un fenotipo inflamatorio, a la vez que disminuye la presencia de las T

256,293-2% En este contexto, se produce promueve la liberacion de citocinas inflamatorias

reguladoras
como IL-6 y FNT-a por parte de los Mfs y adipocitos 2?97, La disminucién en los niveles de HDL, dado
sus propiedades anti-inflamatorias, contribuiria al establecimiento del estado inflamatorio crénico.
La obesidad también repercute sobre la adipocitocinas, con disminucidn de adiponectina y desarrollo
de resistencia a leptina, a la cual se encuentra aumentada 2°2%, Por otra parte, la obesidad aumenta
el riego de desarrollar alteraciones cardiovasculares, hipertrofia ventricular, falla cardiaca, fibrilacién
atrial y la activacién de vias pro-fibréticas que llevarian al desarrollo de fibrosis en el corazén 3%,
Asimismo, existen datos a nivel experimental que muestran que la presencia de desdrdenes

metabdlicos como resistencia a insulina y obesidad, aumentan la susceptibilidad y la mortalidad

asociada a la infeccion por T. cruzi®®.

Nuestro estudio también sefiala que se producen cambios en el perfil inmuno-enddcrino a medida
que progresa la enfermedad cardiaca. Este perfil se caracteriza por una respuesta inflamatoria
desregulada acompafiada de una menor produccion de DHEA-S y una leve disminucion en los niveles

de cortisol. Seguin nuestros resultados, existe una clara asociacién entre el aumento de la relacion
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cortisol/DHEA-S en pacientes cronicos infectados con una afectacidn miocardica mas grave. Es
interesante sefialar que la disminucién de DHEA-S o el aumento de la proporcién de cortisol/DHEA
refleja la actividad del eje HPA 3°2 y parece ser un hallazgo comun en otras enfermedades crénicas,

303

incluyendo enfermedades infecciosas como la tuberculosis®® y el VIH 3%, También se reportado que

suele observarse una relacion alterada de cortisol/DHEA en la insuficiencia cardiaca no chagasica®®,
sefialando que este desequilibrio enddcrino particular podria ser también consecuencia del estrés
relacionado con la insuficiencia cardiaca. Futuros estudios inmuno-enddcrinos llevados a cabo en
paralelo entre pacientes chagasicos que presenten insuficiencia cardiaca (segun nuestra clasificacién

corresponderia a un subgrupo dentro de los individuos Sev) e individuos con insuficiencia cardiaca no

chagasica, podrian revelar si existen diferencias entre ambos grupos en el desbalance cortisol/DHEA.

Mads alld de ejercer una variedad de efectos metabdlicos y contrarrestar muchos de los efectos
nocivos de los GCs3%%3%7, DHEA y DHEA-S presentan fuertes efectos antiflogisticos ya que disminuyen
los niveles de citocinas pro-inflamatorias, si bien alin su mecanismo de accidn es todavia desconocido
308313 Curiosamente, el estudio de andlisis discriminante realizado a fin de detectar variables o
valores de variables que sirvieran para discriminar algin grupo en particular no arrojo resultados de
gran relevancia bioldgica. Sin embargo, en dichos estudios de clasificacion, DHEA -junto a IL-6-, es la
variable que mejor clasifica a los pacientes chagasicos Sev. Es posible que la caida en los niveles de
DHEA-S minimice la proteccion de los distintos tejidos ante el sostenimiento de la respuesta
inflamatoria. En relacién a esto, existe un estudio reciente que muestra que la administracion de
DHEA ejerce una clara funcion protectora durante el curso de la infecciéon experimental aguda por T.
cruzi***31>, En funcién de esto no seria irrazonable pensar un posible uso de DHEA en combinacién

con benznidazol durante |a terapia anti-parasitaria 31°,

Cabe destacar que las anomalias del eje HPA no serian exclusivas de la fase crénica de la Enfermedad
de Chagas. Estudios llevados a cabo en ratones infectados por T. cruzi revelaron que el aumento de

los niveles de corticosterona coexisten con un menor contenido de CRH en el hipotdlamo y niveles
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normales de ACTH, sefialando una regulacidn alterada de retroalimentacién negativa del eje HPA que
podria estar relacionada con los niveles de IL-6 y FNT-a 1°%317, M3s alld de la evidente alteracién en el
flujo de la informacion del eje HPA, la notable liberacion de GCs que acompaiia al desarrollo del
proceso inmune agudo son sin duda esenciales para regular la actividad de la enfermedad
inflamatoria, ya que su bloqueo resulta en inflamacidn grave del corazén %9226, Aunque no se dispone
aun de evaluaciones pormenorizadas en pacientes con infeccidn aguda, existen razones para creer
gue es probable que también ocurran alteraciones del eje HPA durante ese periodo. Actualmente se
estan llevando a cabo una serie de estudios inmuno-enddcrinos en pacientes adultos con infeccién
aguda oral contraida en el estado de Pard (Brasil), que posiblemente puedan ayudar a esclarecer este

punto (comunicacién personal Dra. Juliana de Meis).

La disminucidn de DHEA-S y la insuficiencia sostenida de cortisol podrian promover, o al menos ser
mas permisivos en el desencadenamiento de una respuesta sistémica Thl. En este sentido, la
disminucion de la produccion de DHEA-S observada en pacientes Sev podria estar relacionada con los
niveles incrementados de citocinas inflamatorias tales como IL-6 o FNT-a. Se ha observado que
terapias de bloqueo de FNT-a en enfermedades autoinmunes dieron como resultado una mejora en
la secrecién suprarrenal de DHEA 38la disrupcién en la activaciéon del eje HPA también se
documentd en pacientes con tripanosomiasis africana crénica o SIDA, mostrando una respuesta
suprarrenal inadecuada al estimulo CRH en presencia de concentraciones aumentadas de FNT-a y

otras citocinas inflamatorias3!°3%°,

En cuanto a las adipocitocinas, los resultados globales muestran una leve hiperleptinemia en los
individuos con infeccion crdénica, sin mayores cambios en los niveles de adiponectina. Existen dos
estudios que reportan datos sobre leptina que estan en contraposicion a nuestros hallazgos, sin
embargo, cabe destacar que la clasificacion delos pacientes en funcidon de la patologia cardiaca
utilizada en los mismos es diferente a la de nuestro trabajo 1417°. Uno de estos estudios reporta una

disminucion significativa en los niveles de leptina en pacientes chagdsicos con falla cardiaca
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congestiva, mientras que en el otro estudio no se observaron diferencias entre individuos con MCC y
controles 7817°, Sin embargo, y en linea con nuestros datos, se ha reportado que los niveles de
leptina se encuentran aumentados en individuos no chagdsicos con falla cardiaca crénica y se

propone que leptina tendria efectos hipertréficos sobre los cardiomiocitos3217323,

Dado que la
hipertrofia cardiaca es un hallazgo habitual en pacientes con MCC, es posible que niveles
incrementados de leptina favorezcan a largo plazo el desarrollo de este proceso ***. Por otra parte, la
leptina también puede inhibir la produccién de andrdégenos adrenales y de cortisol 3*73%7, y por lo

tanto su aumento podria tener relacion con la disminucion en los niveles de cortisol y DHEA-S

observado en los pacientes con miocardiopatia Sev.

En lo referente a adiponectina, un estudio realizado en Brasil mostré que pacientes con la forma
cardiaca de la Enfermedad de Chagas presentaban un incremento en los niveles circulantes de
adiponectina y sus autores proponen que este aumento estaria relacionado a una disminucién del
tono simpdtico y un aumento en la actividad del sistema nervioso parasimpatico *’8. Es posible que la
elevacion del péptido natriurético B en individuos con MCC, estimule a nivel del TA la secrecién de
adiponectina 32%32°, Se ha reportado que niveles incrementados de adiponectina se asocian a un

330332 mientras que por el

mejor prondstico durante miocarditis agudas de origen infeccioso
contrario, en individuos con falla cardiaca crénica o congestiva los mayores niveles de adiponectina
se asociarian a un peor desenlace 33334, En relacién a los pacientes de nuestro estudio, si bien no
observamos cambios en los niveles de adiponectina en la poblacién total, una evaluacion mas
pormenorizada de los datos en funcion del IMC sugiere que en las mujeres Asi, los valores de
Adiponectina estarian algo mas reducidos, mientras que permaneceria sin cambios en los individuos
con MCC. Sin embargo, y como se comentd mas arriba, en pacientes con falla cardiaca congestiva la

333334 nor lo que se supone que en ciertos condiciones

adiponectina tiende a estar aumentada
patoldgicas como artritris reumatoidea, cirrosis o enfermedades renales graves 3%, este aumento se

produciria para compensar la inflamacién sistémica. Si bien en nuestro estudio los pacientes con
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MCC no presentan un aumento, tampoco exhiben niveles disminuidos de la adipocitocina, lo cual

podria deberse a que en los Sev, solo algunos de ellos presentaban falla cardiaca congestiva.

Los estudios de correlacién realizados entre todas las variables en estudio, arrojaron en muchos
casos un fuerte significado estadistico; sin embargo su valor biolégico no seria relevante, ya que la
variancia explicada, es decir el r?, adquiere un valor maximo que no alcanza el 40% de asociacién

entre ambas variables.

Llamativamente, hemos encontrado que el patron de expresion de los receptores ObR, Adipo-R1 y
Adipo-R2 en las CMPs de los individuos con MCC se contrapone en cierto grado a lo observado en
circulacién, lo que presupone la puesta en marcha de un mecanismo de contra-regulacidon que
tendria como finalidad disminuir la inflamacion. Coincidentemente, en individuos con enfermedades
inflamatorias crdnicas no infecciosas también se ha observado un aumento en la expresion de los
Adipo-Rs en las CMPs 33337 En concordancia con el aumento en los niveles de los Adipo-Rs en las
CMPs de pacientes con MCC, también hallamos un aumento en la expresidn de otros receptores que
median funciones anti-inflamatorias como PPAR-y y FNT-R2.Si bien el efecto inflamatorio del FNT-a
es mediado primordialmente por el FNT-R1, el FNT-R2 mediaria algunas funciones anti-inflamatorias

338339 y es este el rol

promovidas por ciertas poblaciones supresoras como las células T reguladoras
. . . . . . 7 . 340,341

que parece cumplir en ciertas enfermedades autoinmunes o inflamatorias sistémicas . En cuanto

a PPAR-y, también se ha reportado un aumento en la expresion de este receptor nuclear en células

342343 Incluso, se ha

inmunocompetentes en cuadros inflamatorios exacerbados como la sepsis
observado que en respuesta a FNT-a, los neutréfilos son capaces de aumentar la expresion de PPAR-
y en circulacién, mientras que lo contrario ocurriria a nivel del TA, donde en respuesta a estimulos
inflamatorios su expresién disminuye3#73%, La disminucién observada en la expresion del ObR en las
CMPs de pacientes con MCC, reflejaria también el establecimiento de mecanismos contra-

regulatorios, al igual que lo observado en pacientes con hepatitis virales crénicas®*. En definitiva, las

CMPs de los individuos con MCC presentan un perfil de expresion en los receptores evaluados que
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sugiere que estas células tienden a evitar los efectos de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, hay
que ser cuidadoso con este tipo de especulacién, ya que determinadas poblaciones en circulacién
podrian efectivamente tener otro tipo de expresién y ejercer un efecto opuesto en la respuesta
inmune global. Ademads, las poblaciones que infiltren tejidos blanco como el miocardio, podrian sin
dudas adquirir otro patrén de expresion, debido a sefales inflamatorias generadas in situ. De todas
formas, el balance entre la persistencia de niveles elevados y persistentes de FNT-a, IL-6 y leptina
(entre otros mediadores inflamatorios producidos) y control deficiente de la respuesta inflamatoria
por parte del eje HPA que tendria lugar en los individuos Sev, seria al menos parte del mecanismo

subyacente que lleva o sostiene el dafio tisular miocardico.

E.3. CONCLUSION GENERAL

A lo largo de la evolucidn, los mamiferos han desarrollado una serie de respuestas fisioldgicas que
resultan en la contencion el agente patdgeno. La fuerte interconexion entre el sistema neuro-
enddcrino y el sistema inmunoldgico, no sélo optimiza la respuesta defensiva, sino que también
puede verse desregulado cuando el patdgeno no puede eliminarse, y cuyo resultado suele ser el

dafio tisular.

A nivel experimental, los resultados obtenidos en este trabajo indican que la respuesta inmune
excesiva que tiene lugar durante la infeccion con T. cruzi en los animales C57BL/6 promueve un
contexto enddcrino-metabdlico claramente desfavorable. Como resultado del desbalance inmuno-
enddcrino y metabdlico, se observan importantes cambios catabdlicos que resultan en una marcada
reduccion del peso corporal, una marcada hipoglicemia, un deterioro general del animal y en una
letalidad del 100%. Por otra parte, la drastica pérdida de TA que se produce durante la infeccidn esta
asociada con el fracaso de la respuesta inmune, ya que no se logra controlar el crecimiento

parasitario. En este contexto, la disminucién de la expresién en el TA de adiponectina y PPAR-y,
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contribuiria a perpetuar el fenotipo inflamatorio y el dafio tisular. El efecto de los agonistas PPAR-y
resultd poco efectivo durante la infeccion en términos de control de la respuesta inflamatoria a nivel

tisular y sobre el curso de la infeccion.

Nuestro estudio también indica que en la Enfermedad de Chagas crénica humana hay alteraciones en
el eje HPA, lo cual resultaria en un control deficiente del componente inflamatorio y el dafo tisular
que afecta principalmente al miocardio. La naturaleza inflamatoria de la MCC y los datos que
apuntan a un aumento en el IMC y el ICC, el indice HOMA-IR y en los niveles de insulina y glicemia de
los pacientes chagasicos, hace dificil aseverar hasta qué punto los niveles de leptina (y otros
mediadores metabdlicos) se relacionarian con el desequilibrio energético o con el proceso inmune
cronico que subyace a la infeccién. Si se puede afirmar que el sobrepeso y sus consecuencias
inmuno-metabdlicas son un factor importante a tener en cuenta a la hora de evaluar esta poblacién
ya que es una comorbilidad predominante en la poblacién de Chagas urbanizado y podria influir en el

agravamiento de la patologia cardiaca.
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