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“Frente a las enfermedades que genera la miseria, frente a la tristeza, la angustia y el
infortunio social de los pueblos, los microbios, como causas de enfermedad, son unas pobres
causas."

Ramon Carrillo.
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Resumen

Resumen

La cardiomiopatia chagéasica cronica (CCC) es una de las manifestaciones mas graves de
etapa crénica de la Enfermedad de Chagas-Mazza. Actualmente, se postulan dos hipotesis
para explicar la patologia cardiaca: la persistencia del parasito en el tejido cardiaco, y la
respuesta inmune desarrollada especialmente contra antigenos propios. Si bien la patologia de
la CCC es multifactorial, esta claro que la presencia de diferentes linajes del parasito, asi
como los componentes del sistema inmune del hospedador, determina el progreso de la forma

asintomatica de la enfermedad a la CCC.

Mediante su interaccion con los glicanos presentes en distintas glicoproteinas, Galectina-1
(Gal-1) participa en la regulacion de diversos fendmenos inmunolégicos, y ademéas modula la

actividad microbicida y la supervivencia de macrofagos infectados por T. cruzi.

En este marco, el objetivo general de este trabajo de Tesis fue evaluar los cambios que se
producen en los cardiomiocitos a nivel de galectinas, y de los glicanos presentes en la
superficie celular ante la infeccién por T. cruzi con el propdsito de profundizar en la
implicancia de estos factores en la aparicion de la patologia cardiaca desarrollada en los
pacientes con CCC.

Los resultados presentados en esta Tesis, indican que Gal-1 posee efectos protectores sobre
cultivos de células cardiacas de la linea HL-1, infectadas con dos cepas de T. cruzi,
pertenecientes a dos Unidades Discretas de Tipificacion (UDT) diferentes, Tulahuén (UDT
V1) y Brazil (UDT I). Estos efectos fueron independientes de la union de Gal-1 a la superficie
de tripomastigotes, y resultaron en un porcentaje menor de células infectadas con T. cruzi, asi

como también en una disminucion del grado de apoptosis generado por el parasito.

En ratones deficientes para el gen de Gal-1 (Lgals1™), se observaron mayores niveles de
parasitemias para ambas cepas de T. cruzi respecto de animales C57BI/6 wild-type durante el
primer mes de infeccidn. Estos animales transgénicos también presentaron mayor parasitismo
en musculo cardiaco, y en el caso de las hembras, una menor respuesta inflamatoria en

corazon y una mayor susceptibilidad a la infeccion con la cepa Tulahuen.

Los ratones infectados con la cepa Brazil no presentaron nidos de amastigotes, y muy pocos

infiltrados inflamatorios en los preparados histologicos, y las alteraciones en sus
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electrocardiogramas a los 35 y a los 95 dias post infeccion, no presentaron un patron

diferencial entre ratones transgénicos y wild-type.

Por otra parte, ambas cepas de T. cruzi evaluadas, lograron modificar el patrén de glicanos de
superficie de la célula HL-1. Mientras que la infeccidn de las células con tripomastigotes de
la cepa Tulahuén, indujo la aparicion de un glicofenotipo menos permisivo para la unién de
Gal-1, el cambio en el patron de glicoconjugados fue muchos mas leve al infectar con la cepa
Brazil. La infeccion no indujo cambios en la expresion de Gal-1 en células HL-1, aunque si
se generd un incremento de su concentracion en sobrenadantes de cultivo. Al ser un marcador
de dafio cardiaco, también se analiz6 la expresion de Gal-3 en células HL-1, la cual revel6 un

incremento en células infectadas con la cepa Brazil.

Estos datos sugieren que Gal-1 tendria un rol protector en las primeras etapas de la infeccién
por T. cruzi, y que la capacidad del parasito para modificar el glicofenotipo de la célula
cardiaca hospedadora, modularia estos efectos, disminuyendo el efecto de esta lectina en la
Enfermedad de Chagas-Mazza.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas-Mazza

La enfermedad de Chagas-Mazza, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, es una de
las principales enfermedades endémicas en América Latina afectando, segun datos
estimativos, a mas de 15 millones de personas y provocando unas 20.000 muertes por afio
(WHO 2007; Rodrigues Coura y col. 2009). La enfermedad esta presente en el continente
americano desde hace mucho tiempo, como se desprende del hecho que existen evidencias de
casos en humanos que datan de hace mas de 4.000 afios (Guhl y col. 1999; Aufderheide y col.
2004). Sin embargo, actualmente la enfermedad no esté circunscripta a Latinoamérica, debido
a que en los Gltimos afios existen cada vez mas casos documentados de enfermedad de
Chagas-Mazza congénita y de enfermos cronicos en Norteamérica, Europa, Japén y
Australia, debido a la migracion de personas infectadas desde paises endémicos (Schmunis y
col. 2007).

. Alto riesgo de transmision vectorial
. Mediano riesgo de transmision vectorial
Bajo riesgo de transmision vectorial

. Sin riesgo de transmision vectorial
Riesgo de transmision congénita

Figura 1. Mapa indicativo del riesgo de transmision vectorial en nuestro pais. Fuente:

Ministerio de Salud de la Nacién. http://www.msal.gov.ar/chagas/index.php/informacion-

para-ciudadanos/el-chagas-en-el-pais-y-america-latina
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En nuestro pais, segun datos del Ministerio de Salud se calcula que existen alrededor de 1,6
millones de personas infectadas, siendo las provincias de Chaco, Formosa, Catamarca,
Santiago del Estero, Mendoza y San Juan, las provincias con mayor riesgo de transmision
vectorial (Figura 1). Sin embargo, este nimero de habitantes infectados es s6lo estimativo, ya
que desde el afio 1993, afio en que se interrumpid el servicio militar obligatorio, no existen
datos que reflejen de forma confiable la incidencia de infectados en todo el territorio, puesto
que una buena parte de los datos provenian de esta fuente (Zabala, 2009). No obstante, este
hecho se ve parcialmente compensado con la existencia de muchos trabajos epidemioldgicos
que aportan datos muy confiables, aunque no de manera global, sino dentro de regiones mas

acotadas.

Dentro de una misma provincia se presentan zonas de mas baja prevalencia, y otras en donde
puede haber mas de un 60% de la poblacion infectada con T. cruzi, tal es el caso de distintas
localidades habitadas por personas de la ethnia gom y/o descendientes de espafioles en la
region de EI Impenetrable, Chaco, o de las Lomitas, Provincia de Formosa. En este ultimo
caso, Sosa-Estani y col. establecieron en un estudio poblacional que la prevalencia de
infeccion para el afio 2009, en comunidades de la etnia wichi y pilaga, casi duplicaba a la
media provincial, siendo de 17,5 versus 9,0%, respectivamente (Biancardi y col. 2003; Sosa-
Estani y col. 2009).

La enfermedad de Chagas-Mazza es un problema social que desenmascara multiples
problemas de nuestro pais. En primer lugar, la precariedad habitacional que lleva a
muchisimas personas de bajos recursos, en areas endémicas, a vivir en las denominadas
“casas rancho”, con paredes de adobe y techos de paja, que son un lugar inmejorable para que
proliferen vinchucas domésticas, responsables de la transmision domiciliaria de esta
enfermedad. Por otro lado, también desnuda fallas en las politicas sanitarias, como
interrupciones subitas de los programas de control vectorial por reasignacion del presupuesto
ante hechos fortuitos. Uno de esos casos fue el de la epidemia de dengue ocurrido en 2009,
donde segun relata Girtler (2009), se interrumpieron todas las acciones tendientes al control
de triatomineos. Otro tipo de fallas en el sistema sanitario involucran el desconocimiento de
las costumbres culturales de las poblaciones originarias. En un trabajo de Dell'Arciprete y
col. (2014) se analiza esta situacion, y se destaca que para el caso estudiado, los programas de
fumigacion de viviendas no tuvieron en cuenta que los pobladores de las etnias wichi y
pilaga, tienen normas culturales que los hacen estar fuera de sus viviendas por tiempos

variables. Este hecho disminuyd la efectividad de los poco flexibles, esquemas de

9
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fumigacion, por no encontrar a los habitantes de las viviendas durante la visita. Esta situacion
se ve agravada por una inadecuada comunicacion médico-paciente debido al uso de un
lenguaje preferentemente cientifico en vez de coloquial para explicar a la comunidad los
problemas relacionados a esta enfermedad (Dell'Arciprete y col. 2014).

De la misma manera que ocurre en otras enfermedades transmitidas por vectores, como
leishmaniasis, malaria, filariosis, la deforestacion y colonizaciébn humana de selvas y
bosques, constituye un factor de riesgo en la adquisicion de la enfermedad de Chagas-Mazza
(Bricefio-Leon, 2007; Fernandez y col. 2011; Colwell y col. 2011). La principal razon de este
hecho radica en que la fragmentacion de los ambientes naturales disminuye la disponibilidad
de animales salvajes, que sirven de alimento para los triatomineos vectores, lo que los lleva a
colonizar viviendas. Pero a su vez, se seleccionan especies mas adaptadas a ambientes
degradados como comadrejas y roedores, que son mejores transmisores de la enfermedad y
que van a buscar comida mas cerca de espacios peridomiciliarios (Roque y col. 2008; Gurtler
2009; Rodrigues Coura y col. 2012; Das Chagas Xavier y col. 2012).

Agente etioldgico v estadios de la enfermedad de Chagas-Mazza

El microorganismo responsable de la enfermedad de Chagas-Mazza es el protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi, el cual presenta un ciclo de vida complejo, en el que
intervienen dos hospedadores, uno mamifero y otro, un insecto triatomineo, al que
comunmente se denomina vinchuca. Para poder adaptarse a los diferentes microambientes de
sus hospedadores, el parasito experimenta transformaciones bioldgicas, que se reflejan en
cambios metabolicos y estructurales. Asi, T. cruzi posee tres formas morfologicas diferentes:

epimastigote, tripomastigote y amastigote.

Epimastigote: mide aproximadamente 20-40 um de longitud. En este estadio, el kinetoplasto
se ubica en posicién anterior respecto del nucleo, al igual que el bolsillo flagelar, por lo que
presenta una membrana ondulante corta (Figura 2).

Esta es la forma replicativa que esta presente en el estbmago, intestino y en menor medida, en
recto del triatomineo vector. De los paréasitos liberados en las heces del insecto, s6lo una
pequefia proporcion seran epimastigotes que no lograron transformarse a tripomastigotes al
pasar por la ampolla rectal. Dichas formas careceran de capacidad infectiva (Garcia y col.
2010).

10
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Figura 2. Esquema de un epimastigote con todas sus estructuras. Tomada de Teixeira y col.

(2012)

Tripomastigote: mide alrededor de 25 um de largo, con un diametro de unos 2 um. El

kinetoplasto se localiza de forma posterior al nucleo, al igual que el bolsillo flagelar, lo que

genera una membrana ondulante amplia (Figura 3).

a) Axonema b)
Flagelo
Baston
paraflagelar
-f
Glicosoma ':(
3 | Inclusiones
i 2 lipidicas
Reticulo . T}k Acidocalcisoma
endoplasmatico <of
o¥;
’L Niicleo
7
ﬂf - Estructura simil
(r—}“"— lisosoma
Bolsillo 3 ! Complejo de
flagelar~\ /. Golgi
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Corpusculo
basal i Kinetoplasto
e
9

Figura 3. a) Esquema de un tripomastigote con todas sus estructuras. Figura tomada de

Teixeira y col. 2012. b) Microfotografia electrénica de un tripomastigote de cultivo. El

kinetoplasto esta marcado con una letra K. Figura tomada de De Souza (2002)
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Es la forma infectiva, no replicativa que se encuentra en el torrente sanguineo de animales
infectados o en sus tejidos (tripomastigote sanguineo), y en heces e intestino posterior del
vector invertebrado (tripomastigote metaciclico).

Las diferencias entre los tripomastigotes sanguineos y los metaciclicos estan relacionadas con
la expresion de determinados genes, asi como con la etapa del ciclo celular en la que se
encuentran. Ademas, existen variaciones en sus moléculas de superficie y su capacidad
infectiva, que justifican su clasificacion como formas fisiologicamente diferentes del ciclo
(Tyler y col. 2001). A su vez, dentro de los tripomastigotes sanguineos se distinguen dos
formas (Figura 4), una forma esbelta (slender form) y una forma ancha (broad form) (Tyler y
col. 2001; Garcia y col. 2010).

a) b)

Figura 4. Microscopia de interferencia diferencial (DIC) e Inmunofluorescencia indirecta
(IF1) de la forma esbelta (a) y ancha (b) de tripomastigotes sanguineos. En verde se puede
observar el condrioma y en azul el ndcleo. Figura tomada de Tyler y col. (2001)

Amastigote: posee un tamafio menor que las otras formas, es redondeado y presenta un
flagelo muy corto, casi ausente (Figura 5). Se encuentra en el interior de la célula del
hospedador mamifero, en donde se replica. Mantiene la capacidad de infectar células de
vertebrados (De Souza 2002).

12
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Figura 5. a) Esquema de un amastigote con todas sus estructuras. Figura tomada de Teixeira y
col. (2012); b) Células cardiacas de la linea HL-1 infectadas con T. cruzi, tefiidas con la
coloracion de Giemsa; visualizacion al microscopio 6ptico (400X). Puede observarse un

elevado nimero de amastigotes por célula.

Algunos autores describen otra forma intermedia, pero que no seria un estadio en si, llamado
esferomastigote, que es replicativo y similar a los amastigotes, aunque con un flagelo mas
largo. Se produce en bajo nimero en el estbmago de la vinchuca, derivan de tripomastigotes
sanguineos, y se encuentran en mayor nimero bajo condiciones de estrés (Tyler y col. 2001;
De Souza y col. 2010; Garcia y col. 2010).

Formas de Transmision y vectores

Las vias a través de las cuales T. cruzi puede ingresar al hospedador vertebrado son las

siguientes:
e Vectorial
e Sanguinea
e Congénita (transplacentaria o adquirida en el pasaje durante el canal de parto)
e Oral

e Transplantes
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Histdricamente, la transmision vectorial, fue y sigue siendo la via mas importante en zonas
endémicas. Se pueden distinguir tres ciclos dentro de esta via, el ciclo doméstico, el ciclo

salvaje y el ciclo peridoméstico.

El ciclo doméstico se produce dentro del domicilio, involucra a vectores adaptados a vivir en
ambientes humanos, y es el hombre el principal reservorio del parasito junto con perros y
gatos. La especie méas importante a nivel epidemioldgico y el principal vector de este ciclo es
Triatoma infestans, responsable de dos tercios de los casos de transmisién de la enfermedad
de Chagas-Mazza en Latinoamérica, debido a su elevada distribucion y gran adaptacion para
vivir en ambientes domiciliarios (Cardinal y col. 2008; Gurtler 2009; Pérez de Rosas y col.
2011).

Otros vectores domiciliarios de importancia en el continente son Rhodnius prolixus en
Colombia, Venezuela y Centroamérica, y Triatoma dimidiata desde México hasta el norte de
Sudamérica. Otras especies secundarias son T. brasiliensis, T. barberi y Panstrongilus
megistus, que pueden colonizar viviendas en ausencia de una especie primaria (Noireau y col.
2009). En la Figura 6 se ilustra el mapa de los principales triatomineos en Ameérica y las

iniciativas de los distintos grupos de paises para su control.

El ciclo selvético existe y se viene manteniendo desde hace millones de afios, y esta
circunscripto al interior de la selva, donde tanto los vectores, como sus reservorios son
animales silvestres, principalmente marsupiales como las comadrejas del género Didelphis,
asi como otros mamiferos tales como roedores, armadillos, murciélagos y zorrinos. (Noireau

y col. 2009; Rodrigues Coura y col. 2009; Lopes Rocha y col. 2013).

La transmision transfusional es una de las principales vias de transmisién de la enfermedad
en paises no endémicos, tales como EEUU, Canada, Espafia, otros paises de Europa,
Australia, asi como en paises endémicos en los que no se han implementado controles de la
enfermedad en los bancos de sangre, en los que puede constituir mas del 20% de los casos de
la enfermedad de Chagas-Mazza. En la mayoria de los paises endémicos, el control
serologico de donantes ha tenido éxito, disminuyendo ampliamente este tipo de transmision
(Schmunis y col. 2005; Schmunis, 2007; Rodrigues Coura y col. 2009).
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Iniciativa Amazdnica (2004)
-~ Rhodnius prolixus
Rhodnius robustus
Panstrongylus geniculatus
Rhodnius brethesi

Iniciativa Centroamericana (1097)
Rhodnius prolixus

Triatoma dimidiata

Triatoma barberi

Rhodnius pallescens /
Iniciativa Andina (1997) {

Rhodnius prolixus
Triatoma dimidiata
Triatoma maculata
Rhodnius ecuadoriensis

Iniciativa del Cono Sur (1991) ——
Triatoma infestans
Triatoma brasiliensis
Triatoma sordida

Figura 6. Mapa de distribucion de los triatomineos en América y las iniciativas de los
distintos grupos de paises para su control. Tomada de WHO (2007).

Actualmente y debido a las estrategias de control vectorial y transfusional, la via congénita se
ha vuelto de mayor importancia, tanto en zonas endémicas como no endémicas. Se han
descrito muchos factores que determinan que una madre infectada pueda transmitir la
enfermedad a sus hijos, entre ellos la cepa de T. cruzi circulante, la parasitemia materna, el
periodo gestacional, el estado inmunolégico de la madre, la region geogréfica y la existencia
de lesiones en la placenta. Los Gltimos informes de la OMS estiman un riesgo de transmision
promedio de la madre infectada al hijo recién nacido en un 5% de los embarazos, aunque
variando entre un 1 a un 12% (Sanchez Negrete y col. 2005; Schmunis, 2007; WHO 2007;
De Risio y col. 2010; Brutus y col. 2010).

En los ultimos afios, la via de transmision oral despertd un interés mayor en la comunidad
cientifica, por la aparicion de brotes en Brasil, Colombia y Venezuela. Es la forma de
transmision mas importante en la region amazénica (Rodrigues Coura y col. 2012), y se

origina por el consumo de frutas o jugos (sobre todo agai, cafia y guayaba), contaminados con
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vinchucas, orina, o heces de animales (triatomineos 0 marsupiales) en los que estan presentes
tripomastigotes de T. cruzi (Rodrigues Coura y col. 2009; Toso y col. 2011; Suérez y col.
2012). La ingesta de carne contaminada mal cocida, también es una forma de adquirir la
enfermedad (Toso y col. 2011; Alvarado-Otegui y col. 2012.)

La transmision de la enfermedad a través de transplantes de 6rganos es de menor importancia
que las anteriormente mencionadas, ya que existe un seguimiento y un protocolo de estudios
previos a la operacion, que definen si un 6rgano puede ser transplantado. Como en muchos
casos el no transplantar llevaria a la muerte del paciente, y ante los largos periodos en lista de
espera, puede priorizarse la realizacion del transplante desde un donante infectado, por sobre
la espera de un drgano sano. En dichos casos se administrard un tratamiento con drogas
antiparasitarias, al donante por 10 dias para disminuir la carga parasitaria, y un tratamiento
profilactico al receptor (Rodrigues Coura y col. 2009). Para el caso del transplante cardiaco,
sOlo estd recomendada esta practica cuando el corazén proviene de un donante no infectado
(WHO 2002).
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Ciclo de vida

El ciclo comienza cuando el insecto vector se alimenta con la sangre de un mamifero
infectado con T. cruzi (Figura 7). En ese momento, el triatomineo ingiere tripomastigotes
sanguineos, que llegan al estdmago distensible del vector, donde son lisados casi en su
totalidad (De Souza y col. 2010).

Figura 7. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Figura tomada de Abad-Franch y col. (2002)

Los parasitos sobrevivientes se transforman, en una pequefia proporcion, en esferomastigotes
y en su mayoria en epimastigotes (Figura 8a). Estas formas migran al intestino delgado y
empiezan a dividirse por fisién binaria (Figura 8b) (Garcia y col. 2010). Luego, se adhieren a
las membranas peri-microvillares intestinales, y se activan sefiales que serian importantes en
el inicio de la metaciclogénesis, en un proceso regulado por glicoconjugados de dicha
membrana, y su interaccion con glicoinositolfosfolipidos del parésito (De Souza y col. 2010).
Alrededor de 3 a 4 semanas después, tiene lugar el pasaje a la ampolla rectal de la vinchuca
(Figura 8c), y se produce la metaciclogénesis, con la consiguiente formacion de
tripomastigotes metaciclicos, que seran liberados en las heces y orina del insecto vector
cuando este se alimente nuevamente (De Souza y col. 2010; Garcia y col. 2010). En su paso
por el intestino, las mucinas (estructuras con una matriz proteica y un altisimo grado de O-

glicosilacién) de la superficie de T. cruzi tendrian un papel fundamental en la proteccion del
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parasito contra proteasas y aglutininas presentes en el tracto digestivo del insecto vector,

principalmente en la etapa de epimastigote (Buscaglia y col. 2006; Villata y col. 2008).

Figura 8. Ciclo de vida de (a)

T. cruzi en el insecto #".\
vector. Se observan las TRY

P
zonas mMAas importantes
del aparato digestivo, y ®
las formas presentes en D 4
cada una de ellas: S

EPI
a) estdmago;
) g ©
b) intestino delgado; "
Sl

C) recto.

TRENDS » Pamstongy

Los tripomastigotes metaciclicos tienen una alta capacidad infectiva, aunque no presentan la
capacidad de penetrar la piel intacta (Giddings y col. 2010). Para ingresar en el torrente
sanguineo del hospedador, deben ser arrastrados mecanicamente al sitio de la picadura

mediante el rascado, o penetrar via mucosas, ya sea conjuntiva, mucosa oral o respiratoria.

Una vez que ingresaron al organismo de su hospedador, los tripomastigotes metaciclicos
infectaran diversos tipos celulares como macrofagos y fibroblastos, entre otros, para luego
invadir principalmente células del musculo esquelético, liso y cardiaco. T. cruzi ha
desarrollado diversos mecanismos complejos y redundantes que le permiten asegurar que el
proceso de invasion ocurra de manera efectiva y eficiente (Epting y col. 2010). Sin embargo,
la invasidn celular es un proceso que varia de acuerdo a diferentes factores tales como el
linaje, la forma celular parasitaria y el tipo de celula hospedadora, entre otros (de Souza y col.
2010). Hoy, se conocen diferentes glicoproteinas de la superficie con propiedades de
adhesién celular que se expresan en el tripomastigote metaciclico tales como gp90, gp82,
gp30 y gp35/50, y que son diferencialmente expresadas en las diferentes cepas, mediando

vias de sefalizacion que pueden resultar o no en la internalizacion eficiente del parasito
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(Yoshida 2006; Alves y col. 2007; Villata y col. 2008; Calvet y col. 2012). Las mucinas
presentes en la superficie de T. cruzi, al igual que la cruzipina y las trans-sialidasas, estarian
implicadas no sélo en la adhesion, sino también en el proceso de invasion (Buscaglia y col.
2006; De Souza y col. 2010; Calvet y col. 2012; Bartholomeu y col. 2014). Es interesante
destacar que el tripanosomatido Trypanosoma rangeli presenta un repertorio de mucinas
mucho menor al de T. cruzi, y que Trypanosoma brucei no codifica para genes de esta
familia. Ambos casos corresponden a protozooarios extracelulares, sin capacidad de invadir

células de mamifero (Bartholomeu y col. 2014).

Por otro lado, las regiones especializadas de la membrana, los microdominios lipidicos
(membrane rafts) ricos en colesterol y el gangliésido GM1, intervienen en el proceso de
invasion, principalmente a través de la organizacion temporal y espacial de las proteinas

participantes (Fernandes y col. 2007; Hissa y col. 2012) (Figura 9).

El resultado final de la interaccion parasito-célula hospedadora es el inicio de la activacion de
los diferentes mecanismos de invasion usados por T. cruzi. Hasta hoy, se han descripto cinco
estrategias de invasion del parasito a la célula (Calvet y col. 2012). Una de ellas postula que
T. cruzi activa una sefial de ingreso de calcio al interior de la célula hospedadora para que se
produzca el reclutamiento de lisosomas al sitio de entrada del paréasito, via conocida como
dependiente de lisosomas (Figura 9 y 10) (Rodriguez y col. 1999). Los posibles mecanismos
desencadenantes del aumento de Ca** citoplasmatico son diversos, y uno de ellos seria
disparado por mucinas (Villata y col. 2008). Otra de las estrategias de invasion es la
dependiente de actina, descripta en la Figura 9, en la cual se produce una reorganizacién en el
citoesqueleto celular para la internalizacion del parasito (De Souza y col. 2010; Calvet y col.

2012). Este proceso fue demostrado en células cardiacas (Barbosa y col. 1995).

Ademas, se observé que la union de T. cruzi a algunas de las moléculas de adhesién, como la
proteinas gp82, activa diversas cascadas de sefializacion que serian responsables de la
internalizacion del parasito. Una de ellas es la PI-3 quinasa, cuya activacion facilitaria la
entrada del parasito a través de invaginaciones de la membrana plasmatica ricas en PIP;
[fosfatidil-inositol (3,4,5) trifosfato], como se encuentra ilustrado en la Figura 9. Otras
moléculas de superficie cuya activacién esta implicada en el evento de entrada de T. cruzi son
los receptores de bradiquininas (B2R y B1R), tirosin-quinasas (TrKA y TrKC), el receptor de
TGF-B (TBR1 y TPR2) y de endotelina-1 (ETAR y ETgR) (Ming y col. 1995; Calvet y col.
2012; De Souza y col. 2010; Andrade y col. 2012). Un evento similar ocurriria con la
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activacion de los receptores TBR1 y TBR2, en la que T. cruzi utilizaria algin tipo de proteasa
para clivar a la forma latente de TGF-p, y asi convertirla a una forma capaz de activar a los
receptores. La cascada de sefalizacion inducida por esta citoquina seria importante en la
invasion de T. cruzi a cardiomiocitos, y la inhibicion del receptor TBR1 dificultaria este
proceso (Ming y col. 1995;Waghabi y col. 2005b y 2007).

NS \‘
\\,ﬁlamentos :

Glico-
conjugados

) Rc de bradikin
Q Rc TGF-B

Vacuola
parasitofora

® Lisosomas

Figura 9. Proceso de adhesion e invasion de cardiocitos por T. cruzi. Se ilustran dos
mecanismos posibles de invasion: 1) mecanismo dependiente de actina, donde los
microfilamentos englobarian al parasito para formar una vacuola parasitéfora; 2) mecanismo
dependiente de lisosomas, en el que el parasito dispararia un aumento de Ca* intracelular,
produciendo el reclutamiento de lisosomas en el sitio de entrada, con la consiguiente
formacion de una vacuola parasitofora. Figura adaptada de Calvet y col. (2012)

En una cuarta estrategia utilizada por el paréasito, y que seria importante en células cardiacas,
el parésito genera dafios en la superficie de la célula, activando la via de reparacién de la
membrana plasmatica mediada por esfingomielinasa acida (Fernandes y col. 2011). La
activacion de esta via, y la consiguiente adicion de ceramidas a la bicapa lipidica promoveria
la deformacion de la membrana y favoreceria la endocitosis de T. cruzi a las células
hospedadoras (Romano y col. 2012; Barrias y col. 2013).

Por altimo, una quinta puerta de entrada seria a través de la via de la autofagia de la célula
hospedadora, mecanismo que fue descripto in vitro en muchos tipos celulares, incluidas las
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células cardiacas (Romano y col. 2012; Barrias y col. 2013). Sin embargo, pueden darse
combinaciones de estas vias, y la interaccion del parasito con multiples moléculas de
membrana (De Souza y col, 2010; Calvet y col, 2012).

Una vez que el tripomastigote ingresé a la célula, e independientemente de la via de entrada,
el camino final seria la formacion de una vacuola parasitéfora, en la que los parasitos estarian
presentes durante 1-2 hs. En esta etapa, las trans-sialidasas tendrian un papel importante en la
proteccion y maduracion de los tripomastigotes, ya que el &cido sialico protegeria a las
membranas parasitarias de la degradacion (De Souza y col. 2010; Epting y col. 2010). Luego,
la vacuola se fusionara con los lisosomas, y al descender del pH del medio, se activara la
enzima Tc-Tox, una proteina formadora de poros, que es responsable de la degradacion de la
vacuola y posterior escape del parésito hacia el citoplasma celular (Alves y col, 2007;
Romano y col. 2012). La acidificacién del medio ademas, desencadenara la diferenciacién
hacia la forma de amastigotes, que luego de un tiempo de latencia que oscila entre 24 a 35 hs,
y durante el cual hay sintesis activa de ADN, empezaran a replicarse en el citoplasma celular.
El tiempo de duplicacion in vitro es de aproximadamente 14 hs, aunque depende de la cepa
de parasito (De Souza 2002; Alves y col. 2007; Epting y col. 2010).

Endosoma
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Figura 10. Mecanismos generales de invasion de T. cruzi, formacién de la vacuola

parasitdfora y transformacion en amastigotes. Figura adaptada de De Souza y col. (2010)
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Luego de varias rondas de replicacion, los amastigotes empezardn a transformarse en
tripomastigotes sanguineos, a través de una forma intermedia con caracteristicas
morfoldgicas similares a las de un epimastigote llamada epimastigote intracelular, en un
proceso dependiente de prolina (De Souza, 2002; Alves y col. 2007; Waghabi y col. 2005a).
Durante la transformacién, los amastigotes inducirian la produccion de TGF-f en la célula
hospedadora, y captarian esta molécula, que actuaria como un regulador del ciclo celular
parasitario, inhibiendo su replicacion y desencadenando su conversién en tripomastigotes.
Por mecanismos no del todo claros, los parasitos provocaran la ruptura de la célula, con la
consiguiente liberacion de los tripomastigotes al espacio extracelular (De Souza, 2002; Alves
y col. 2007; Waghabi y col. 2005a). Estas formas infectaran nuevas células vecinas o se
volcaran hacia el torrente sanguineo, repitiendo este ciclo, maltiples veces, con la aparicion
de picos de parasitemia. Es durante estos picos que una vinchuca, al alimentarse de un
hospedador infectado, puede adquirir nuevos parasitos para continuar el ciclo de la infeccion.
Debido a que la replicaciéon y diferenciacion no se produce de forma sincrénica, pueden
encontrarse amastigotes cuando la célula se rompe. Los amastigotes tienen también la

capacidad de infectar macrofagos (Buscaglia y col. 2006).
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Variabilidad genética v linajes

Trypanosoma cruzi presenta una gran variabilidad dentro de la misma especie. Basados en
diferentes marcadores bioquimicos y moleculares, se establecieron dos grandes linajes, y
subdivisiones de cada uno (Brisse y col. 2000). A partir de 2009, y con el objetivo de
estandarizar las investigaciones respecto a la enfermedad, se llegd a un consenso de
clasificacion para separar lo que anteriormente se llamaban linajes y sublinajes, en 6 unidades
discretas de tipificacion, abreviado como UDT (Zingales y col. 2009). Las UDT abarcan de la

| a VI, y pueden ser diferenciadas a partir de marcadores genéticos utilizando la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) (Burgos y col. 2007).

Domeéstico

Selvatico

Figura 11. Distribucion de las diferentes UDT en América. Adaptada de Zingales y col.
(2012)

Cada UDT presenta una distribucion geografica caracteristica (Figura 11), asi como también
diferente predominio en el ciclo selvatico o doméstico, y variaciones respecto de los
reservorios y de sus vectores (Zingales y col. 2012). Existen diferencias en lo que concierne

al grado de patogenicidad de los miembros de las diferentes UDTs en modelos murinos,
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aunque con un relativamente alto grado de solapamiento intergrupal, y una cierta variabilidad
en cuanto a la expresion de factores de virulencia dentro de una misma UDT, que hacen
dificil establecer una correlacion clara. Hasta hoy, no fue posible determinar la existencia de
una correlacion entre las distintas manifestaciones clinicas de la patologia humana y la
presencia de las distintas UDTs de T. cruzi circulantes (Del Puerto y col. 2010; Zingales y
col. 2012).

Etapas de la enfermedad de Chagas-Mazza

Fase aguda de la enfermedad

La enfermedad de Chagas-Mazza comienza con una fase aguda, que en la mayoria de los
casos cursa con sintomatologia de dificil observacion en un examen clinico general. Sin
embargo, la ocurrencia de manifestaciones cardiacas durante esta etapa se presentaria en mas
del 35% de las personas infectadas (Parada y col. 1997; Pinto y col. 2008; Alvarado-Tapias y
col. 2012). Dentro de una a dos semanas de adquirida la infeccion, en los casos en los que
existe sintomatologia general, pueden presentarse fiebre (en muchos casos prolongada),
nduseas, vomitos, diarrea, mialgia, linfadenopatia, edema de miembros inferiores y
hepatoesplenomegalia (Pinto y col. 2008). En el sitio de inoculacién del parasito, se pueden
desarrollar tres tipos de manifestaciones cutaneas, una lesion inflamatoria con eritema y
generalmente adenopatia satélite (chagoma de inoculacién), un edema indoloro unilateral
peri-orbital con conjuntivitis, y adenopatia satélite asociada, Ilamado también signo de
Romafia o complejo oftalmo-ganglionar, y por ultimo, y con una frecuencia menor, una
erupcion cutanea difusa, de intensidad variable, con ausencia de parésitos, denominada
esquizotripanides, y que se dan generalmente en muslos, abdomen y térax (OPS 2007,
Tanowitz y col. 2009; Hemmige y col. 2012). En cuanto a los pardmetros bioquimicos,
existen alteraciones entre las cuales pueden encontrarse aumento de enzimas cardiacas y
hepaticas (como transaminasas), anemia, y una marcada trombocitopenia (Pinto y col. 2008;
Tanowitz y col. 2009). Esta disminucion de plaquetas podria deberse a un aumento de su
eliminacion hepatica, secundaria a la pérdida de residuos de acido siélico, tras la accion de la

trans-sialidasa de T. cruzi (Tribulatti y col. 2005).

Las manifestaciones mas graves descriptas de esta etapa, y que se observan mas
frecuentemente en nifios, incluyen meningoencefalitis, miocarditis, cardiomegalia,
insuficiencia cardiaca congestiva cronica, arritmias, derrame pericardico y bloqueo de rama

derecha. En un namero que va entre el 2 y el 5% del total de los pacientes en los que se
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detecta la infeccién aguda, estas manifestaciones pueden ser tan graves para llevar a la
persona a la muerte (Pinto y col. 2008; Tanowitz y col. 2009; Hemmige y col. 2012; Healy y
col. 2015).

Independientemente de la via de transmision, en la etapa aguda de la enfermedad se
encuentran tripomastigotes en la sangre de las personas infectadas, por lo que el diagnostico
se hace por métodos parasitologicos, en los que se busca detectar al parasito, o su ADN.
Entre los métodos utilizados estan la gota gruesa, el strout, microhematocrito, hemocultivo,
xenodiagndstico (WHO2002). Recientemente, fue validada la técnica de PCR en tiempo real,
para su utilizacion en muestras clinicas. Esta técnica presenta la ventaja de tener una alta

sensibilidad y especificidad (Duffy y col. 2013)

La deteccion en esta etapa es muy importante porque el tratamiento de la infeccion alcanza

elevados niveles de curacion, superiores al 60% en nifios en edad escolar (WHO 2002).

Los pacientes pueden tener IgM dirigidas contra el parasito, circulando en sangre, aungque no
siempre son detectables, y por ese motivo su deteccién no es ampliamente utilizada como

técnica de diagndstico en la fase aguda (Tanowitz y col. 2009).

Fase crénica de la enfermedad

Luego de entre dos y cuatro meses, el sistema inmune logra controlar en parte la enfermedad,
y si la infeccion no es tratada, sobreviene la etapa crénica asintomatica, que puede perdurar
durante toda la vida del paciente, y en la cual estan presentes anticuerpos dirigidos contra el
pardsito, pero sin ninguna otra manifestacion clinica. En esta etapa, el registro
electrocardiografico, radiografia de térax y las imagenes de colon y eséfago no presentan
alteraciones (Dutra y col. 2009; Tanowitz y col. 2009; Viotti y col. 2014). Sin embargo, las
pruebas de ecocardiografia de esfuerzo y el ecodopler, pueden detectar algunos grados sutiles
de alteraciones en el miocardio, que no se observan en el electrocardiograma de reposo y el
ecocardiograma normal (Tanowitz y col. 2009). Como evidencia de dafio cardiaco durante
esta fase, se han encontrado casos de muerte subita posteriores a un esfuerzo en pacientes
asintomaticos (Pumukollu y col. 2005). Las parasitemias son muy bajas, muchas veces por
debajo del limite de deteccion en las técnicas actualmente utilizadas durante la etapa aguda,
aunque suficientemente importantes como para transmitir la enfermedad en presencia de
vectores o por transfusidén sanguinea. En esta etapa, el diagndstico se realiza por deteccién de
anticuerpos mediante hemaglutinacién indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y

ensayo inmuno-adsorbente ligado a enzimas (ELISA). Puesto que ninguna metodologia es
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determinante per se, la OMS ha establecido que es diagndstico para infeccion con T. cruzi
cuando al menos dos de estos métodos son positivos (WHO 2002).

Décadas mas tarde, aproximadamente el 30-40% de las personas infectados manifiestan
alteraciones clinicas, ya sean alteraciones cardiacas como la Cardiopatia Chagasica Cronica
(CCC) con una incidencia de 20-30%, digestivas como el megaes6fago o megacolon, con una
frecuencia de (6-10%), o mixtas (Dutra y col. 2009; Hemmige y col. 2012; Viotti y col.
2014).

Cardiomiopatia chagasica cronica y patogénesis de la enfermedad

La CCC es una cardiopatia dilatada con infiltrados inflamatorios focales o diseminados,
destruccion de musculo cardiaco, fibrosis progresiva y con alta prevalencia de anomalias en
la conduccidn, disfuncion de nodulo sinusal, arritmias ventriculares complejas y trombos
apicales (Esper y col. 2015; Healy y col. 2015; Tanowitz y col. 2009). Un signo distintivo de
esta patologia es el aneurisma apical del ventriculo izquierdo, que se observa en el
diagnostico por imagenes o en la autopsia (Tanowitz y col. 2009; Machado y col. 2012). En
el corazdn de pacientes con este tipo de cardiopatia, raramente se observan parasitos, aunque
si puede detectarse su ADN por PCR, y hay un infiltrado inflamatorio con predominio de
células T, en relacion CD8":CD4" mayor a 2:1, presencia de macrofagos, y altos niveles
locales de IL-4, TNF-a e IFN-y (Bonney y col. 2008; Cunha-Neto y col. 2014). En referencia
a las alteraciones electrocardiogréficas, se detecta bloqueo de rama derecha asociado con un
blogueo de fasciculo anterior, asi como también extrasistoles ventriculares, alteraciones en la
repolarizacion y taquicardia ventricular (Pumukollu y col. 2005; Tanowitz y col. 2009;
Machado y col. 2012).

La cardiomiopatia chagasica lleva a una alta tasa de mortalidad debido a arritmias
ventriculares, insuficiencia cardiaca congestiva o embolias pulmonares y cerebrales (Rassi y
col. 2000; Pumukollu y col. 2005). Carod-artal y col. (2003) sugieren una causalidad entre la

enfermedad de Chagas-Mazza y accidentes cerebrovasculares isquémicos.

Hasta el momento, se desconocen los eventos que desencadenan el pasaje de la etapa cronica
asintomatica a la CCC. Actualmente, se postulan dos hipotesis para explicar la patologia
cardiaca: la persistencia del parasito en el tejido cardiaco, y la respuesta inmune desarrollada

contra antigenos propios, como consecuencia de la infeccién por T. cruzi.
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Siguiendo esta udltima linea, y al igual que ocurre en otras insuficiencias cardiacas no
chagésicas, varios autores han demostrado la presencia de anticuerpos con capacidad
moduladora de la actividad cardiaca en suero de pacientes con CCC (Freedman y col. 2004;
Labovsky y col. 2007; Medei y col. 2007). También, se demostré que la adsorcion de las
inmunoglobulinas presentes en sueros, con matrices que unen los anticuerpos anti-receptor
B1-adrenérgicos, disminuia marcadamente el efecto funcional de los mismos sobre cultivos
de cardiocitos neonatales de rata (Labovsky y col. 2007). Trabajos realizados en nuestro
laboratorio demostraron que existe una fuerte correlacion entre la sintomatologia cardiaca y
la presencia de anticuerpos circulantes dirigidos contra las proteinas ribosomales P del
parésito, que tienen capacidad de reconocer y actuar como agonistas parciales de los
receptores cardiacos fl-adrenérgico y M2-muscarinico. (Levin y col. 1993; Kaplan y col.
1997; Lopez Bergami y col. 2001; Smulski y col. 2006; Labovsky y col. 2007). Otros
anticuerpos que se encuentran frecuentemente en pacientes con CCC son aquéllos que
reconocen a la cadena pesada de la miosina humana y a la proteina B13 de T. cruzi (Cunha-
Neto y col. 1996). Es extensa la lista de anticuerpos con reactividad cruzada entre proteinas
del parésito y del hospedador mamifero que han sido descriptos en la literatura (Acosta y col.
1985; Cunha-Neto y col. 1996; Lopez Bergami y col. 2001; Bilate y col. 2008; Ribeiro CH 'y
col. 2009). Més adn, se han detectado células T CD4" con capacidad de reconocer antigenos
propios del hospedador en tejido cardiaco de animales experimentalmente infectados, asi
como también en pacientes con CCC (Silva-Barbosa y col. 2000; Cunha-neto y col. 2011).

Sin embargo, hace ya varios afios emerge el concepto que postula que la accién directa del
parédsito asi como la respuesta inmune generada en el hospedador son los principales
mecanismos responsables de la patologia cardiaca y digestiva (Gironés y col. 2004; Dutra y
col. 2009; Nagajyothi y col. 2012). Asi, se ha demostrado una fuerte respuesta celular con
predominio de células T CD4" y T CD8" productoras de IFN-y y TNF-a, no sélo en corazon
sino también a nivel sanguineo (Dutra y col. 2009). Cunha-Netto y col. (2005) proponen a la
desregulacion de citoquinas secundaria a la infeccion por T. cruzi y en especial a la accion de
IFN-y como responsables de la hipertrofia cardiaca de la CCC. En sangre periférica de
pacientes con este tipo de cardiopatia se observd un menor nimero de celulas T
productoras de IL-10, sugiriendo que estas células serian importantes en el control de la
inflamaciéon producida en la CCC (Cunha-neto y col. 2014). TGF-B es una citoquina que esta
regulada positivamente durante la infeccion y que también podria tener un efecto de
induccidn de la fibrosis sobre el corazon (Araujo y col. 2002; Waghabi y col. 2007). Por otro

lado, los dafios por accion directa del parasito estarian directamente relacionados a la
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generacion de radicales libres debido a alteraciones en el potencial de membrana de
mitocondrias de cardiomiocitos que contribuyen a la sintomatologia observada en esta fase
(Gupta y col. 2009). También se postula que la estimulacién sostenida durante afios de las
células del sistema inmune, genera el agotamiento de células T CD4" y CD8", encargadas de
un control adecuado de la infeccion parasitaria (Albareda y col. 2006 y 2009).

Ademas, la degeneracion neurogénica por denervacion del corazén (disautonomia) asi como
también alteraciones en la microcirculacion, que generarian los focos isquémicos observados
en los corazones con CCC, contribuirian al desarrollo de la patologia (Bonney y col. 2008;
Machado y col. 2012).

Si bien la patologia de la CCC es multifactorial, estd claro que la presencia de diferentes
linajes del pardsito, asi como los componentes del sistema inmune del hospedador,
determinan el progreso de la forma indeterminada de la enfermedad a la cardiopatia crénica
(Burgos y col. 2010; Healy y col. 2015). Es por eso que el nuevo paradigma actual acepta la
persistencia del parasito como un factor importante en el desarrollo de la CCC (Viotti y col.
2014).

Tratamiento

Las drogas disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas-Mazza son el
Nifurtimox, y el Benznidazol. Ambos medicamentos son casi 100% efectivos para la cura de
la enfermedad cuando son administrados durante la fase aguda, infeccion congénita, asi como
también en los estadios iniciales de la fase crdnica en nifios de hasta 12 afios, que en algunos
casos, se extiende hasta los 16 afios (OPS, 2007; Ribeiro y col. 2009). Ademas, el tratamiento
esta indicado en casos de reactivacion de la infeccion por inmunosupresion del paciente, y en
casos de reinfeccion.

No existe consenso aun en el uso de Nifurtimox y Benznidazol durante la fase crénica en
adultos, existiendo estudios que avalan el tratamiento de los pacientes, y estudios en los que
la medicacion no logr6 mejorar la sintomatologia cardiaca, aunque se observo una
disminucion de la presencia del parasito en sangre (Ribeiro y col. 2009; Viotti y col. 2014;
Morillo y col. 2015).
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Infeccidn en animales y modelo experimental

Existen varios animales que se utilizan como modelo para el estudio de la enfermedad de
Chagas-Mazza, tales como el raton (Mus musculus), rata (Rattus norvegicus), cobayo (Cavia
porcellus), perros (Cannis lupus familiaris), y a especies de monos como el mono capuchino
(Cebus apella) y el mono Rhesus (Macaca mulatta). Algunas de estas especies, como el
perro, el cobayo y el mono Rhesus, siguen patrones de infeccién que se asemejan a las
observadas en humanos; otras como la rata y el ratdn, tienen respuestas diferentes, pero aun
asi, representan modelos experimentales apropiados por la facilidad de obtencion de grandes
cantidades de animales, y por el acortamiento de los tiempos de cada una de las etapas de la
infeccion, que en el humano pueden ser de décadas (Tanowitz y col. 2009; Bermejo y col.
2013; Steimetz y col. 2012; Castro-sesquen y col. 2011; Barr y col. 2005; Riarte y col. 1995;
Espinola y col. 2003).

A pesar de sus limitaciones, el modelo murino es uno de los mas ampliamente utilizados. En
este modelo, y a diferencia de la enfermedad de Chagas-Mazza en humanos, la etapa aguda
de la enfermedad, segun la cepa parasitaria, puede presentar una sintomatologia leve o una
elevada mortalidad dentro de los grupos experimentales (Postan y col. 1987; Bustamante y
col. 2005; Pérez y col. 2005; Rodrigues y col. 2010). En dicho modelo, ademas de las
disimilitudes en cuanto a la susceptibilidad a la infeccion experimental por T. cruzi debida a
la cepa parasitaria, existen diferencias que son dependientes de la cepa de ratones utilizada,
como las distintas respuestas inmunes generadas por los animales para resistir la infeccion, y
el tropismo por diferentes 6rganos. Uno de los factores que explican estas diferencias seria la
presencia de diferentes genes del complejo mayor de histocompatibilidad entre las distintas
cepas de animales endocriados (Andrade y col. 2002). Trabajos del grupo del Dr. Bottasso
demostraron que la diferencia en la susceptibilidad de ratones de las cepas BALB/c y
C57BI/6 a la infeccion aguda experimental con tripomastigotes de la cepa Tulahuén, esta
relacionado con diferencias en el balance entre citoquinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias, y al desarrollo de una adecuada respuesta inmune IgG. La mayor produccién
de TNF-a por parte de los macrofagos de ratones de la cepa C57Bl/6, y la consiguiente
atrofia timica provocan una mayor mortalidad de estos animales, respecto a los animales de la
cepa BALB/c. La mortalidad disminuyé cuando se administraron tratamientos que tendian a
reducir parcialmente la produccion de TNF-a (Rogero y col. 2004; Pérez y col. 2005).

Por otro lado, se observd que dentro de la misma cepa de ratones, existen diferentes

respuestas a la infeccion para ratones machos y hembras, ya que concentraciones bajas de
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estradiol administradas exdgenamente a ratones de ambos géneros de la cepa C57BI/6,
tendrian un efecto protector en infecciones experimentales agudas de T. cruzi (E. De Souza y
col. 2001).

El modelo cronico murino de infeccion experimental por T. cruzi refleja mejor algunas de las
caracteristicas de la enfermedad humana. Tanowitz y col. (2009) encontraron variaciones
significativas en parametros ecocardiograficos como una disminucion en el porcentaje de
fraccion de acortamiento, una reduccion del grosor de la pared ventricular izquierda y un
incremento del diametro de fin de diastole. En infecciones experimentales en ratones de la
cepa Swiss Albino, utilizando bajas cantidades de tripomastigotes de la cepa Tulahuén,
Laguens y col. (1981), lograron reproducir muchas de las caracteristicas de una infeccion
cronica humana, como la baja parasitemia, la presencia de infiltrados inflamatorios
mononucleares con variable grado de fibrosis, y la ausencia de nidos parasitarios detectables
al microscopio Optico en biopsias de corazon. A nivel electrocardiografico también existian
similitudes como las extrasistoles ventriculares, el ensanchamiento del complejo QRS y
blogueos auriculo-ventriculares. Bustamante y col. (2005) también realizaron experimentos
en ratones Swiss Albino, y observaron algunas de estas alteraciones, asi como también la
dependencia de la cepa de paréasitos utilizada para la infeccion.

La posibilidad de generar infecciones agudas con alta sintomatologia, y la similitud de la
etapa crénica con la infeccion humana, sumada a la disponibilidad de varias cepas
endocriadas y la posibilidad de obtener animales transgénicos hacen del modelo murino, un
instrumento apropiado para el estudio de distintos aspectos de la enfermedad de Chagas-

Mazza.
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Glicanos vy lectinas

Las células poseen un elevado repertorio de glicanos unidos covalentemente a las proteinas y
lipidos presentes en la membrana formando de esta manera las glicoproteinas y los
glicolipidos. Estos glicoconjugados tienen un papel critico en diversos procesos bioldgicos
tales como adhesion y repulsion celular, discriminacién entre lo propio y lo no propio, trafico

de moléculas, endocitosis y activacion de receptores (Figura 12) (Ohtsubo y col. 2006).
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Figura 12. Funciones de los hidratos de carbono de la célula. Adaptado de Ohtsubo y col.
(2012)
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Los patrones de glicanos presentes en la célula se hallan controlados por la accién regulada
de glicosiltransferasas y glicosidasas presentes en el reticulo endoplasmatico y aparato de
Golgi (Rabinovich y col. 2009; Van Kooyk y Rabinovich, 2008). Estas vias enzimaticas se
hallan genéticamente conservadas y representan alrededor del 1-2% de las proteinas
codificadas en el genoma (Ohtsubo y col. 2006). Solo 9 sacaridos son utilizados en
glicoconjugados de mamiferos: galactosa, N-acetilgalactosamina, glucosa, N-
acetilglucosamina, manosa, fucosa, acido glucurénico, xilosa y &cido sialico, y este hecho,
sumado a la presencia de un esqueleto comun para los N-glicanos, se traduce en una menor
complejidad estructural respecto de otros organismos (Ohtsubo y col. 2006; Rabinovich y col.
2009; Schnaar 2015). En la Figura 13 puede observarse un esquema de la membrana
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plasmatica con una glicoproteina que presenta N- y O-glicanos, proteoglicanos y un

glicolipido.
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Figura 13. Glicoconjugados de membrana. En este esquema pueden observarse ejemplos de
glicoproteinas y de glicolipidos en una membrana celular. Figura adaptada de Schnaar (2015)

Los glicanos poseen funciones estructurales, contribuyendo al plegado y a la estabilidad de
las proteinas, pero muchas de sus funciones las ejercen a través de su union a proteinas
especificas de union a hidratos de carbono llamadas lectinas, que tienen la funcién de
decodificar la informacién bioldgica encriptada en estos glicanos (Ohtsubo y col. 2006;
Rabinovich y col. 2009; Schnaar 2015). La especificidad de union lectina-grupo glicosidico
posibilita el andlisis de la estructura oligosacaridica presente en la membrana celular a partir
del uso de lectinas vegetales biotiniladas (Croci y col. 2014).

Los glicoconjugados de proteinas son en su gran mayoria, N-glicanos, O-glicanos y
glicosaminglicanos. Los N-glicanos, a su vez, se clasifican en tres grupos llamados de alta
manosa, complejos (tri-antenarios, tetra-antenarios) o hibridos, segin cuales sean los
sacaridos terminales (Kornfeld y col. 1985) y se unen a través de un residuo de asparragina, a
proteinas con el motivo Asn-X-Ser/Thr. Los O-glicanos y los glicosaminoglicanos se unen a
través del grupo alcohol lateral de residuos de serina o treonina. Los N-glicanos se sintetizan
por sucesivas rondas de adicién y delecién de monosacaridos a un esqueleto oligosacaridico

comun rico en residuos de manosa cuya formula es GlcsMangGIcNAC, mientras que los O-
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glicanos se sintetizan por elongacion sucesiva de las cadenas de glicanos, formando
estructuras lineales o ramificadas. Los glicosaminoglicanos tienen vias biosintéticas
totalmente diferentes del resto de los glicanos, son lineales, y generalmente presentan un alto
grado de sulfatacion. Si bien existen glicoproteinas citoplasmaticas y nucleares, la mayoria de
las proteinas glicosiladas estan presentes en la via secretoria 0 como proteinas transmembrana
(Ohtsubo y col. 2006; Rabinovich y col. 2009).

S.A. S.A
az,3or € laZ.SorG
Gal Gat Gal Man Man Man
B¢ | | ae Bl al.zl m.z‘ ul,ZT
Gl:NAC GicNAc GlcNAC Man Man Man Man Man
suz| s 2| adN, Sas o @2) A I 318
|ﬁ\ /Mun Mun\ )an Man Man _E
al,d al b a3 [+ {X: 1
GlcNAc —£2 - Han Man 214 GleNAC mMcm/ﬁ’ i
' | BLa 8.4 (100 !
! GicNAc GlcNAc GleNAe !
are ! | a8 m | p1a !
tFuc ————=GICNAC GlcNAc GleNAc |
S U Y S|
Asn Atlsn Asn
Complex Hybrid High Mannose

Figura 14. Tomado de Kornfeld y col. 1985

Los glicoconjugados de lipidos, mayoritarios en mamiferos son los glicoesfingolipidos
(GEL), y los glicoconjugados anclados a membrana a través de anclas de glicofosfatidil-
inositol (GPI). En los GEL, el grupo sacaridico estd unido a través de uno de los grupos
alcohol de una molécula del lipido ceramida. EI 90% de estos glicolipidos derivan de
glucosil-ceramida, mientras que el 10% restante, tiene como molécula de unién, a la
galactosa. Los glicoconjugados pueden ser simples, y consistir s6lo en estos grupos, o
derivados como éster sulfato, sulfatidos (sulfogalactosil) y otros unidos al esqueleto lipidico,
0 ser mas complejos. La presencia de una determinada secuencia glicosidica de ambos tipos
de GEL, permite clasificarlos en ganglidsidos (GalNAcP1-4Gal), globdsidos (Galal-4Gal),
lactésidos (GalPB1-3GlcNAcB1-3Gal) y neolactosidos (GalB1-4GlcNAcB1-3Gal). Los
distintos tipos de GEL pueden predominar en determinados érganos, y pueden estar
sialilados, sulfatados o ser neutros. Los GEL estan agrupados en parches de membrana
(membrane rafts), y presentan distintas funciones, una de ellas es la de modular la
transduccion de sefiales de receptores de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), Factor de Crecimiento Neuronal (NGF) y de la insulina, al
interactuar lateralmente con otros componentes de la membrana celular. También son
importantes en la mielinizacion neuronal, y en interacciones célula-célula (Ohtsubo y col.
2006; Schnaar y col. 2009; Lingwood 2011).

33



Introduccién

Como se menciond anteriormente, el otro grupo de glicoconjugados mayoritario es el
presente en las anclas de glicofosfatidil-inositol (GPI), a través del cual se unen
glicoproteinas de superficie a la célula. El ancla GPI esta formada por un nucleo glicosidico
unido a un fosfolipido, y a un puente de fosfo-etanolamina, al que se une una proteina. La
funcion de este grupo es la de anclar distintas proteinas a la membrana externa de la célula
formando una unidn estable y resistente a la mayoria de las lipasas y proteasas. La estructura
del ndcleo glicosidico esta formada por fosfo-inositol, y un nimero variable de residuos de

manosa, glucosamina y grupos variables en sus cadenas laterales (Paulick y col. 2008).

Una mencion especial merece la familia de monosacéridos denominados acido sialico, la cual
comprende estructuras sacaridicas acidas con esqueletos de 9 carbonos, cuyos miembros mas
representativos en mamiferos son el &cido N-acetil neuraminico (Neu5Ac) y el acido N-
glicolil neuraminico (Neu5Gc) (Freire de Lima y col. 2012). La importancia de estas
estructuras radica en sus maltiples funciones en la interaccién con lectinas y en que esta
involucrado en el enmascaramiento y proteccion de estructuras oligosacaridicas del
hospedador, pero también en que es aprovechado por multiples patégenos para evadir
fendmenos de la respuesta inmune o la fagocitosis. Al menos 20 patdgenos extraen acido
sidlico de glicoconjugados del hospedador, y lo incorporan a sus proteinas de membrana (Van
Kooyk y Rabinovich, 2008). Esta familia de glicanos presenta un rol importante en la
enfermedad de Chagas-Mazza, en donde T. cruzi, lo utiliza para ocultar los residuos a-
galactosil de sus mucinas y generar, de esa manera una densidad de cargas negativa que lo
protege de la respuesta inmune del hospedador (Giorgi y col. 2011). T. cruzi es incapaz de
sintetizar &cido sialico, lo que obliga al parasito a adquirirlo a partir de la superficie de la
célula hospedadora, mediante la familia de enzimas trans-sialidasas, proteinas importantes en
los procesos de invasion, y evasion de la respuesta inmune (Libby y col. 1986; Schenkman y
col. 1991; Buscaglia y col. 2006; Freire de Lima y col. 2012).

Las lectinas son proteinas de unién a glicanos, y pertenecen a tres grandes familias, las
lectinas de tipo C, las lectinas del tipo de las inmunoglobulinas que unen &cido sialico
(Siglecs, a partir de su sigla en inglés) y las galectinas (Van Kooyk y Rabinovich, 2008).

Las lectinas de tipo C, o lectinas dependientes de calcio, son un grupo de proteinas con
homologia estructural en su dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD, por sus
siglas en inglés), que requieren de calcio para la union con su ligando. A pesar de su

homologia, los miembros de esta familia difieren en la especificidad por sus ligandos e

34



Introduccién

incluyen las selectinas, dectinas, colectinas, entre otras. Cada una de estas familias ejerce
distintas funciones, relacionadas principalmente con fenémenos de inmunidad, inflamacion y
adhesién (Cummings y col. 2009; Schnaar, 2015; Bochner y col. 2015).

Las Siglecs son una familia de lectinas, que estan presentes en mamiferos y que reconocen
distintos motivos de carbohidratos sialilados. Algunos miembros de esta familia presentan
ortélogos altamente conservados entre las distintas especies de mamifero, mientras que las
que se conocen como Siglecs relacionadas con CD33, presentan mayor variabilidad
interespecie. Estas lectinas son receptores transmembrana que presentan un dominio
extracelular N-terminal de unién a &cido sialico unido a un nimero variable de dominios
pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas (lIg), y dominios intracelulares
efectores asociados a proteinas tirosin-fosfatasas, que se encuentran en la mayoria de los
miembros de la familia. Estos dominios intracelulares presentan motivos que se denominan a
partir de su sigla en inglés, como ITIM (motivos inhibitorios del inmunoreceptor basados en
tirosina), ITSM (motivos de cambio de inmunoreceptores basados en tirosina), o en algunos
casos ITAM (motivos activadores de inmunoreceptores basados en tirosina) (Jacobs y col.
2010; Macaulay y col. 2014; Bochner y col. 2015). La mayoria de las Siglecs tienen una
expresion acotada a uno, o unos pocos tipos celulares. Sus funciones estan relacionadas con
la regulacién, ya sea activacion o inhibicion de la respuesta inmune innata y/o adaptativa,
interviniendo en la produccion de citoquinas, la discriminacion entre lo propio y lo no propio,
metabolismo 0seo, y la regulacion de la funcion de la microglia, entre otras (Macaulay y col.
2014; Bochner y col. 2015).

Galectinas

Dentro de las lectinas encontramos a las galectinas, una familia que cobré una importancia
clave en los Gltimos afios debido a su destacada capacidad inmunomoduladora. Es una familia
de lectinas solubles que presentan al menos un dominio de reconocimiento de carbohidratos
(CRD) y una estructura de plegado comun, y que se caracterizan por reconocer
preferentemente glicanos que contienen estructuras repetitivas del disacarido N-acetil-
lactosamina (Galp1-4GlcNac) (Rabinovich y col. 2007; Van Kooyk y Rabinovich, 2008;
Rabinovich y col. 2009; Davicino y col. 2011). Varios miembros de esta familia son
secretados y pueden actuar extracelularmente mediante la formacion de redes ordenadas o

‘lattices’ constituidas por estructuras galectina-glicano en la superficie de la célula (Figura
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15), mientras que otras galectinas podrian permanecer asociadas a membranas o actuar
intracelularmente (Rabinovich y col. 2009).

Hasta el momento, se han caracterizado al menos 15 galectinas en mamiferos, de las cuales
10 se encuentran en humanos, y se clasifican como proto-galectinas, galectinas de tipo
quimera y galectinas repetidas en tindem. Las galectinas de tipo proto (Galectina-1, -2, -5, -7,
-10, -11, -13, -14 y -15) presentan un solo CRD por subunidad, y pueden formar dimeros no
covalentes. Las galectinas repetidas en tandem (-4, -6, -8, -9 y -12) contienen dos CRD
homologos en una misma cadena polipeptidica, separadas por un region de union de hasta 70
aminoacidos. Las galectinas de tipo quimera, como galectina-3 (Gal-3), contienen una region
N-terminal responsable de su oligomerizacion. Los tres tipos de galectinas carecen de sefiales
de exportacion al medio extracelular y serian secretadas por mecanismos no clasicos (Van
Kooyk y Rabinovich, 2008; Vasta 2012; Schnaar 2015).

Algunas galectinas como Gal-1 y Gal-3 son ubicuas, mientras que otras tienen una
localizacion mas restringida (Van Kooyk y Rabinovich, 2008). Si bien todas reconocen el
mismo grupo funcional, existen diferencias en cuanto a la especificidad de carbohidrato,
plasticidad en la union azucar-CRD y ubicacion espacial de la misma, que se manifiestan en
las diferentes propiedades de union de cada galectina a su ligando (Vasta 2012). Ademas,
cada galectina reconoce preferencialmente un conjunto de proteinas o lipidos glicosilados
ubicados en la superficie celular, la matriz extracelular o dentro de la célula (Wiersmay col.
2013). Existen varios factores que afectan la actividad de las galectinas como su grado de
oligomerizacién, los cambios en el glicofenotipo de las células y la accion de moléculas
oxidantes o reductoras (Rabinovich y col. 2012).

Mediante su interaccion con los glicanos presentes en distintas glicoproteinas, las galectinas
participan en la regulacion de diversos fendémenos como la inflamacion, tolerancia
inmunoldgica, apoptosis, recambio de receptores, maduracion, diferenciacion y homeostasis
celular (Rabinovich y col. 2007; Van Kooyk y Rabinovich, 2008; Rabinovich y col. 2009;
Ilarregui y col. 2009). Gal-1 tiene efectos anti-inflamatorios, mientras que otras galectinas
como Gal-3 parecen tener un rol preferentemente pro-inflamatorio. Ademas, Gal-3 estaria
involucrada en algunos procesos de endocitosis, y seria importante en la fagocitosis de
células apoptoticas y de antigenos opsonizados con IgG, por parte de macrofagos de ratén; un
efecto que seria independiente de la union a carbohidratos (Sano y col. 2003). Gal-3 estimula
la accion fagocitica y la degranulacion de neutrofilos, asi como tambiéen posee un efecto pro-
apoptotico sobre estas células, sélo en ausencia de fibrindgeno soluble, que es una molécula

presente en los sitios de inflamacion (Fernandez y col. 2005).
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Interacciones célula-célula y
Célula-matriz
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Figura 15. Galectinas y sus funciones. Adaptada de Liu y Rabinovich (2005)

Algunos miembros de la familia de las galectinas parecen tener roles mas duales, como Gal-
9. Esta lectina actua extracelularmente induciendo un perfil anti-inflamatorio al favorecer la
diferenciacion de linfocitos T a células Ty Yy al promover la apoptosis de linfocitos T y de
monocitos (Rabinovich y Croci, 2012). Por el contrario, Gal-9 es capaz de activar la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias en monocitos, actuando intracelularmente mediante
una interaccion proteina-proteina. A su vez, la administracion de Gal-9 recombinante mejora
la sintomatologia en modelos murinos de enfermedades autoinmunes experimentales
(Wiersmay col. 2013).

Por su parte, para Gal-12 se han descripto funciones no relacionadas al sistema
inmunoldgico. Esta lectina seria importante en la diferenciacion de adipocitos, en el control
del balance energético, y del metabolismo lipidico. A través de la modulacion de la protein-
kinasa A (PKA), Gal-12 regularia negativamente la lipdlisis en las gotas de grasa de las
células adiposas; este efecto podria deberse a una interaccién Gal-12-proteina, o Gal-12-
lipido (Yang y col. 2004; Baum, 2012; Yang y col. 2012). Los ratones deficientes en el gen
de Gal-12 presentan una marcada disminucion de la grasa corporal y un aumento del
metabolismo mitocondrial, remarcando la importancia de esta lectina en la homeostasis del
tejido adiposo. Ademas, se ha descripto la expresion de esta galectina en otros 6rganos como
corazon, bazo y timo, cuyas funciones ain se desconocen (Yang y col. 2004; Baum, 2012;
Yang y col. 2012).
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Tambien, se ha descripto la importancia de algunas galectinas en la interaccion patogeno-
hospedador. Gal-3 esta involucrada en la adhesion y posterior invasion de tripomastigotes de
T. cruzi a las células musculares lisas de la arteria coronaria via union a carbohidratos
(Kleshchenko y col. 2004). Kohatsu y col. (2006), demostraron el efecto litico de Gal-3 sobre
la levadura Candida albicans, al actuar como un receptor de reconocimiento de patrones
(PPR) y unirse a estucturas sacaridicas propias de este patdgeno oportunista.

Ademas, Gal-3 interviene en la supervivencia de poblaciones de linfocitos B, de ratones
infectados con T. cruzi, y en su diferenciacion por estimulacion con IL-4 a linfocitos B de
memoria (Acosta-Rodriguez y col. 2004). Gal-9 promoveria la interaccion entre Leishmania
major y macrofagos, favoreciendo su eliminacion, y ademas limitaria la replicacion
intracelular de Mycobacterium tuberculosis en macrofagos infectados a traves de la union a la
proteina TIM-3 (T cell immunoglobulin mucin 3), presente en células del sistema inmune
(Wiersmay col. 2013).

En cuanto a su rol en la fisiopatologia cardiaca, Gal-3 estaria involucrada en la fibrosis, el
remodelado y la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca. Sharma y col. (2004) demostraron
que la expresion de Gal-3 se encuentra aumentada en el corazén de ratas que luego
desarrollaran una falla cardiaca, y que la administracion de esta lectina recombinante en el
saco pericardico de estos animales indujo fibrosis y falla cardiaca. Ademas, Gal-3 serviria
como valor prondstico en humanos para algunos tipos de insuficiencia cardiaca (Sharma y
col. 2004; De Boer y col. 2010; De Boer y col. 2011). Por otro lado, Pineda y col. (2015)
demostraron que ratones deficientes en el gen de Gal-3 infectados con tripomastigotes de la
cepa Y de T. cruzi, presentaban un menor grado de fibrosis y de infiltrados inflamatorios en
corazon comparados con ratones de tipo salvaje, aln a pesar de no presentar diferencias en
los parasitismos cardiacos. Por este motivo, se postula que Gal-3 cumple un papel importante
en el desarrollo de la CCC.

Asimismo, las galectinas participarian en la relacion parasito-vector. En este sentido, se ha
demostrado la existencia de una galectina en los insectos flebotomos Phlebotomus papatasi y
Phlebotomus duboscqi, que son vectores del protozoario Leishmania major. Esta proteina
Ilamada PpGalec, seria utilizada por el paréasito para facilitar su adhesion al epitelio intestinal
del fleb6tomo, a través de los residuos galactosil B(1-3) presentes en los lipofosfoglicanos,
siendo clave en la supervivencia de L. major (Kamhawi y col. 2004).

Recientemente, las galectinas fueron descritas como patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP, por sus siglas en inglés), es decir, moléculas que se liberan al ambiente extracelular

ante el dafio producido por patdgenos o por una exacerbada respuesta inmune, y que generan
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una respuesta. Las caracteristicas que permitirian encuadrar a esta familia de lectinas dentro
de las DAMP son su localizacion intracitoplasmatica, su forma de secrecion no clasica y su
capacidad de modular procesos inmunoldgicos, tanto en el inicio de la respuesta como al final

de la misma'y en la reversion de los dafios causados (Sato y col. 2009).

Galectina-1

Gal-1, uno de los miembros mas estudiados dentro de la familia de las lectinas, es una
proteina de 135 aminoacidos, conformada por la unién de dos laminas 3 antiparalelas (Figura
16) (Lopez-Lucendo y col. 2004). Esta lectina tiene 6 cisteinas que pueden oxidarse y
reducirse, siendo el estado reducido el de alta afinidad por hidratos de carbono y el que tiene
actividad de lectina. Esta forma existe como dimero en solucion, y se disocia en su forma
monomeérica a bajas concentraciones, con una Kd de aproximadamente 7 uM (Camby y col.
2006; Ito y col. 2012). Gal-1 se une con baja afinidad a unidades individuales de lactosamina,
aunque su avidez aumenta en estructuras ramificadas de glicanos complejos (tri-antenarios y
tetra-antenarios). El incremento de afinidad no se ve reflejado cuando el aumento del nimero
de lactosaminas ocurre dentro de la misma cadena (polilactosaminas) (Camby y col. 2006).
Existen multiples funciones ejercidas por esta lectina, tanto a nivel intracelular, como
extracelular. Entre las funciones intracelulares, que son independientes de su CRD, y que
involucran uniones proteina-proteina, se ha descrito principalmente su participacion en el
corte y empalme del ARNm (Camby y col. 2006). Las funciones extracelulares son
dependientes de la unién a carbohidratos por su CRD, y han sido mas estudiadas. Entre
dichas funciones se pueden mencionar su rol en adhesién a la matriz extracelular, induccién
de apoptosis, regulacion de la inflamacion y angiogénesis (Camby y col.2006; Croci y col.
2014). La forma dimérica de Gal-1 promueve la regeneracion axonal en modelos murinos de
lesion experimental de la médula espinal (Quinta y col. 2014).

En cuanto a su rol inmunomodulador, es un hecho que la concentracion de Gal-1 esta
aumentada en sitios con privilegio inmunoldgico como retina, testiculos y placenta, y que la
administracion de Gal-1 exdgena previene la aparicion de enfermedades autoinmunes
experimentales como la artritis, encefalomielitis, colitis y uveitis (Rabinovich y col. 1999;
Camby y col. 2006; Davicino y col. 2011). En este sentido, Starossom y col. (2012)
demostraron efectos regulatorios de Gal-1 sobre la actividad del sistema nervioso, ya que la

transferencia de astrocitos secretores de Gal-1, o el tratamiento exdgeno con esta lectina,
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logro prevenir los dafios neurologicos en un modelo murino de esclerosis multiple, por

modulacion de la actividad de la microglia.

Figura 16. Representacion en diagrama de cintas de la estructura cristalografica de Gal-1

humana.Tomado de Lépez-Lucendo y col. (2004)

Existe una gran cantidad de tumores en los cuales la expresion de Gal-1 se encuentra
aumentada, y en muchos casos se correlaciona con la agresividad del tumor, la migracion
celular y la aparicién de metastasis. Mas aun, se postula que Gal-1 a nivel intracelular podria
participar en la transformacion de la célula a un fenotipo tumoral, y que tiene un rol
fundamental en la evasion por parte de tumores, de las células del sistema inmune
(Rubinstein y col, 2004). Esta lectina, estaria asociada con la estimulacion de células
dendriticas asociadas al tumor, que se encargarian de mediar la supresion de la respuesta T
anti-tumoral (Rabinovich, 2005; Lefranc y col. 2011; Ito y col. 2012). Ademas, se ha
demostrado que Gal-1 se encuentra aumentada en situaciones de hipoxia y que interviene en
la neovascularizacion de tumores y en la resistencia a terapias antitumorales que bloquean la
via del VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular). Asi, cambios en el perfil de
glicanos presente en la membrana de las células endoteliales que las hacen més permisivas a
la accion de Gal-1, conferirian resistencia a la terapia anti-angiogénica (Croci y col. 2012;
Croci y col. 2014). Ademas, Gal-1 estimularia la reparacion del ADN posterior a la
irradiaciéon de algunos tipos de tumores, e induciria respuestas al estrés por proteinas mal
plegadas, contribuyendo con la resistencia a la radioterapia y a la quimioterapia en algunos
tipos de cancer (Lefranc y col. 2011; Ito y col. 2012).
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Ademas, Gal-1 interviene en la regulacion de las respuestas inflamatorias mediadas por
linfocitos Thl y Th17, a través de la eliminacion selectiva de estas poblaciones, pero no de
los linfocitos Th2. Este efecto diferencial inducido por Gal-1 se relaciona con distintos
patrones de glicosilacion de estas células (Toscano y col. 2007).

Seropian y col. (2012) demostraron que la expresion de Gal-1 se encontraba aumentada en
ambientes hipdxicos, pro-inflamatorios, asi como en la periferia de areas que sufrieron infarto
en corazones murinos, luego de un infarto agudo de miocardio. Ratones deficientes en el gen
de Gal-1 (Lgals1™) a los cuales se les indujo esta patologia exhibieron un niimero de células
pro-inflamatorias mayor, y un namero de células T regulatorias menor, comparado con
animales wild-type. En dicho trabajo ademas, se comprobd que la administracion de Gal-1
recombinante mejoraba los pardmetros ecocardiograficos de los ratones infartados
experimentalmente luego de la reperfusion, lo cual sugiere que Gal-1 tendria un efecto

protector sobre el corazon luego del infarto agudo de miocardio (IAM).

Galectina-1 y enfermedades infecciosas

Multiples agentes infecciosos presentan una interaccion con carbohidratos presentes en las
células del hospedador. La union del virus Influenza A a residuos de acido sialico de glicanos
de superficie de las células del hospedador durante la infeccién, asi como la colonizacion de
los protozoarios Entamoeba hystolitica, Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii y
Criptosporidium sp. son algunos ejemplos de dicha interaccion (Vasta, 2009). Gal-1 inhibe la
infeccion a células de mamifero, tanto de los virus Nipah como Hendra (Figura 17a), por
unién y entrecruzamiento de N-glicanos de la superficie del virion (Vasta, 2009).

Sin embargo, Gal-1 también puede ser utilizado en beneficio de patdgenos, como en el caso
de Trichomonas vaginalis, que utiliza a esta lectina para facilitar la unién de su
lipofosfoglicano, rico en lactosaminas terminales, a la superficie de las células del epitelio
cervical de su hospedador. De igual forma, como se observa en la Figura 17b, Gal-1 mejora
la adherencia del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) a los glicanos de superficie de
macrofagos (Okumara y col. 2008; Vasta, 2009).

Rajasagi y col. (2012) demostraron en un modelo murino que Gal-1 disminuye la severidad
de las lesiones oculares producidas por el sistema inmune, secundarias a la infeccion del virus
Herpex simplex 1 (HSV1). Este efecto ocurriria por la accion apoptética de esta galectina
sobre las células Thl y Th17, responsables de las lesiones inflamatorias. (Rajasagi y col.
2012).
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En un trabajo publicado por Yang y col. (2011), los autores observaron que Gal-1 estaba
regulada positivamente en lavados broncoalveolares de ratones infectados experimentalmente
por el virus de la influenza, y la administracion intranasal de Gal-1 recombinante reducia la
inflamacién pulmonar, y aumentaba la sobrevida de los animales. En experimentos in vitro, la
sobre-expresion de Gal-1 disminuy6 la produccion de proteinas virales y de viriones en la

linea de células de rifion canino, MDCK (Yang y col. 2011).

No hay infeccion ni fusion Infeccion

Figura 17. Gal-1 en la infeccién por los virus Nipah, Hendra y HIV. 17a, Gal-1 promueve el
entrecruzamiento de los glicanos de la superficie del virion Nipah y Hendra, inhibiendo la
fusion con las células del hospedador. 17b, Gal-1 sirve como puente para facilitar la invasion

de viriones de HIV a la célula. Figura adaptada de Vasta (2009)

En relacion a la enfermedad de Chagas-Mazza, se demostrd que la expresion de Gal-1 se
encuentra aumentada en extractos de tejido cardiaco provenientes de biopsias de pacientes
con CCC. Asimismo, detectaron la presencia de anticuerpos anti-Gal-1 en sueros de pacientes

con enfermedad de Chagas-Mazza en estadio agudo y cronico. En este dltimo caso, el
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porcentaje de pacientes que presentaban IgG se correlacionaban con el grado de dafio

cardiaco (Giordanengo y col. 2001).

En la Figura 18 se ejemplifican algunos de los efectos que Gal-1 ejerce sobre diferentes tipos
celulares durante la infeccion por T. cruzi. Zifiga y col. (2001a) encontraron que Gal-1
incrementaba en células B activadas de ratones infectados con T. cruzi, y que esta lectina se
secretaba hacia el exterior de la célula, de manera proporcional al grado de activacion de
dichas células. Este aumento de la secrecion podria formar parte de un mecanismo de
regulacion de las células T.

Gal-1, ademas modula la actividad microbicida y la supervivencia de macréfagos infectados
por T. cruzi, y presenta un efecto dual. En bajas concentraciones, esta lectina aumenta la
replicacion de los amastigotes intracelulares, mientras que concentraciones mayores de esta
lectina son capaces de inducir, la apoptosis de los macréfagos infectados e inhibir la

replicacion parasitaria (Zufiiga y col. 2001b).
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Figura 18. Efecto de Gal-1 sobre diferentes tipos celulares en la infecciéon por T. cruzi.
Adaptado de Rabinovich y col. (2005)
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Hipotesis y objetivos:

Se desconocen los mecanismos fisiopatoldgicos que llevan a la aparicion de la sintomatologia
cardiaca en la enfermedad de Chagas-Mazza. Actualmente, se proponen multiples factores,
entre ellos el reconocimiento especifico de las estructuras de glicanos presentes en la
superficie del parésito o de las células del hospedador por proteinas de unién a glicanos,
como las galectinas que podrian tener un papel critico no s6lo en la evolucion de la
miocarditis sino también en el control de la infeccidn por Trypanosoma cruzi.

Gal-1 tiene un importante rol en la modulacion del sistema inmune, y se encuentra aumentada
en corazon durante la enfermedad de Chagas-Mazza. Por este motivo, se decidio profundizar
en el estudio del rol de Gal-1, y de los glicanos a los que se une esta lectina en la modulacion
de las respuestas del cardiomiocito frente a la infeccidn por dos linajes de Trypanosoma cruzi
(UDT Iy VI).

Obijetivo general:

El objetivo general de esta Tesis fue evaluar los cambios que se producen en los
cardiomiocitos a nivel de galectinas, y de los glicanos presentes en la superficie celular ante
la infeccion por Trypanosoma cruzi, asi como estudiar el rol de Gal-1 en la infeccion de
cardiomiocitos, con el proposito de establecer una posible correlacion con la patologia

cardiaca desarrollada en los pacientes con Cardiopatia Chagasica Cronica.

Obijetivos especificos:

 Determinar los niveles de Gal-1 soluble en suero de pacientes con la enfermedad de
Chagas-Mazza cronica asintomatica y en pacientes con cardiomiopatia chagasica cronica.

* Estudiar la expresion de Gal-1 y Gal-3 en cardiomiocitos infectados con tripomastigotes de
T. cruzi.

* Evaluar el efecto de Gal-1 sobre la célula cardiaca frente a la infeccion por T. cruzi.

* Identificar variaciones en el perfil de glicanos presentes en la membrana de células
cardiacas luego de la infeccion con T. cruzi.

* Estudiar la susceptibilidad de ratones deficientes para el gen de Gal-1 a la infeccion con T.

cruzi, en relacion a la aparicion de alteraciones cardiacas.
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Materiales y Métodos

a)

Soluciones y medios de cultivo

PBS: NaCl 17,4 g, Na,HPO, 2,1 g, NaH,PO, 0,62 g, (pH 7,4).

PBS-T20: Tween 20 0,05% (v/v) en PBS.

PBS-Triton X100: Triton X100 1% (v/v) en PBS.

PBS-BSA: BSA 2% en PBS (p/v).

Reactivo de Bradford: Bio-Rad Protein Assay (BioRad, EEUU), diluido 1/5 en agua.
TBS: Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, (pH 7,4).

TBS-T20: Tween20 0,1% (v/v) en TBS.

Solucion reguladora de carbonato de sodio: NaHCO3; 35 mM, Na,CO3 15 mM.
Solucién de Transferencia: Glicina 385 mM, Tris Base 50 mM, Metanol 20% (v/v).
Solucién de lisis celular: HEPES 10 mM, NP40 0,1%, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM
en presencia de inhibidor de proteasas Complete Mini EDTA-Free (Roche,
Alemania).

Trizol (Gibco/BRL, EEUU).

Solucién de retrotranscripcion: Tris-HCI 150 mM (pH 8,3), KCI 175 mM, MgCl;
3mM, DTT 10 mM, mezcla de dNTPs 0,5 mM.

Solucién de muestra (cracking buffer) 5X: Tris-Cl 300 mM (pH 6,8), SDS 10%,
Glicerol 50%, B-Mercaptoetanol 25%, Azul de Bromofenol 0,05%.

Solucion colorante Rojo Ponceau: Ponceau S 0,5% (p/v), Acido Acético 1% (V/v).
Solucién de gelatina-fibronectina: Gelatina 0,02% (p/v), Fibronectina 0,5 mg% (p/v).
Solucién Tripsina-EDTA: Tripsina 0,05 % (p/v), EDTA 5,3 mM en PBS.

Solucién PFA 4%: Paraformaldehido 4% en PBS (pH 7,4).

Solucién de Glicina: Glicina 0,02% en PBS (pH 7,4).

Solucién de tincion de Giemsa: Giemsa 2,5% (v/v), Metanol 3,125% (v/v), NaHCO3
0,125% (p/v).

Solucién de citrato-fosfato de sodio: Citrato de Sodio 0,1 M (48,6% v/v); Fosfato de
Sodio 0,2 M (51,5% v/v) (pH 5,0)

Formol: Formalina 10% en PBS.

Solucion de avertina: 2,2,2-Tribromoetanol 2% (p/v), PBS 50% (v/v).

Solucién de Lectina-BSA 1%: HEPES 0,01 M (pH 7,4), NaCl 0,15 M, BSA 1% (p/v).
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Medio de cultivo Claycomb sin suero (Sigma, EEUU): Medio suplementado con L-
Glutamina 2 mM (Invitrogen, EEUU), Estreptomicina 100 pg/ml y Penicilina 100
U/ml.

Medio de cultivo Claycomb con suero: Medio suplementado con suero fetal bovino
(SFB) 10% (v/v) (Natocor, Argentina), L-Glutamina 2 mM (Invitrogen, EEUU),
Estreptomicina 100 pg/ml y Penicilina 100 U/ml.

Medio de cultivo Claycomb-Geneticina: Medio Claycomb con suero, con el agregado
de Geneticina 500 pg/ml (Gibco, EEUU).

Medio de cultivo Claycomb-Lactosa: Medio Claycomb con suero, con el agregado de
Lactosa 100 mM.

Medio de cultivo RPMI: Medio RPMI suplementado con SFB (Natocor, Argentina)
10% (v/v), L-Glutamina 2 mM (Invitrogen, EEUU), Estreptomicina 100 pg/mi,
Penicilina 100 U/ml

b) Vectores

pcDNA 3.1 (Invitrogen, Life Technologies, EEUU)

En este vector se encuentra el gen de Gal-1. La construccion fue generada por el grupo del
Dr. Rabinovich (Rabinovich y col. 1999).
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c) Anticuerpos

Anticuerpo Especificidad | Conjugado | Especie Marca Dilucion

Suero policlonal |Gal-1 - Conejo Inmunizacion® 1:3000

IgG monoclonal |Gal-3 - Ratén Hibridoma 1:1000

IgG monoclonal | Actina - Raton BD Pharmigen  |1:500
1:500

Suero policlonal |Tcl3 - Conejo Inmunizacién® 6 1:1000

T. cruzi cepa

Suero policlonal | Tulahuén - Ratén Inmunizacién®  |1:1000

Suero policlonal

(Fab’), IgG de conejo |Cy3 Oveja Sigma Aldrich 1:200

Suero policlonal |1gG de conejo |HRP Cabra Vector Labs 1:4000

Suero policlonal |IgG de raton |HRP Conejo Sigma Aldrich 1:3000

Life
Suero policlonal |IgG de raton | Alexa 488 | Cabra Technologies 1:200
Life

Suero policlonal |1gG de conejo | APC Cabra Technologies 1:200

Suero policlonal |Gal-1 Alexa 488 | Ratén Cell signaling 1:200

Suero policlonal |Gal-1 Biotina Conejo Inmunizacién? 100 ng/ml

IgG policlonal Gal-1 murina | Biotina Cabra R&D 1:2000

IgG policlonal Gal-1murina - Cabra R&D 1:1000

& Croci y col. 2012; °: Souto-Padron y col. 1989: : Esteva y col. 2002

d) Seleccion de pacientes

La seleccion de los pacientes con enfermedad de Chagas-Mazza fue realizada por el personal
médico del Servicio de Cardiologia del Hospital Fernandez, bajo la Direccion de la Dra.
Graciela Pérez Prados. El protocolo cumplio en su totalidad con la Declaracion de Helsinki y
fue aprobado por el Comité de Etica de dicho Hospital.

Los pacientes se sometieron a examen fisico, de laboratorio, radiol6gico, electrocardiograma,
y evolucion ecocardiografica. Se consideraron como criterios de inclusion a personas entre 30
y 70 afios, con 2 6 mas resultados de serologia positiva para enfermedad de Chagas-Mazza en
diluciones de suero mayores a 1/32 (ELISA, aglutinacion de particulas, IFl y HAI).

Los criterios de exclusion fueron hipertension arterial sistemica maligna, diabetes mellitus,
disfuncion tiroidea, insuficiencia renal, enfermedad pulmonar crénica obstructiva, desérdenes
obstruccion coronaria, enfermedades autoinmunes,

hidroelectroliticos, alcoholismo,

embarazo y lactancia, tratamiento de la enfermedad de Chagas-Mazza con drogas
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antiparasitarias (benznidazol o nifurtimox), y falta en el incumplimiento de la totalidad de los
examenes requeridos.

La poblacion en estudio consistié en 28 pacientes con enfermedad crénica de Chagas-Mazza,
19 con alteraciones cardiacas demostrables y 9 en la fase asintomatica de la enfermedad.
Ademas, se incluyeron un total de 42 individuos con serologia negativa para la Enfermedad
de Chagas-Mazza dentro del mismo rango etario, como grupo no infectado.

Luego de la lectura completa y firma del consentimiento informado, a cada paciente o
individuo no infectado se le extrajeron 10 ml de sangre venosa, la cual se colocé en tubos de
heparina. Posteriormente, se procedié a centrifugar los tubos a 800g durante 10 min vy, el

plasma obtenido se conservé a -20°C hasta el momento de su uso.

e) Animales de experimentacion

La propagacion de tripomastigotes sanguineos utilizados luego para los experimentos de
infeccion se realizo6 en ratones de la cepa BALBI/c.

En todos los experimentos de infeccion, se utilizaron ratones C57BI/6 de tipo salvaje como
grupo de animales control, y ratones C57BI/6 Lgalsl"', los cuales son animales deficientes en
el gen de Gal-1 (Lgalsl"') (Seropian y col. 2012; Croci y col. 2014). Estos animales se
mantuvieron en homocigosis por endocruzamientos.

La crianza y todos los ensayos que involucraron animales se realizaron segun el
procedimiento descripto en la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, 8"
edicion (2011), en el bioterio del Instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala

Chabén. La alimentacién y administracion de agua a los animales fue ad-libitum.

f) Obtencidn y purificacion de Gal-1 recombinante
Gal-1 fue producida por el Dr. Juan Pablo Cerliani (IBYME-CONICET, Buenos Aires,

Argentina), a partir de cultivos de E.coli BL21 (DE3) transformadas con una construccion del

gen de esta lectina en el plasmido de expresion pET (Novagen, Alemania), segun el protocolo
descripto en Barrionuevo y col. (2007). Las bacterias se indujeron con isopropil-B-D-
tiogalactésido (IPTG) en una concentracion de 1 mM, y se purificaron las fracciones solubles
por cromatografia de afinidad en una columna de Lactosil Sefarosa (Sigma-Aldrich, EEUU).
La concentracion de Gal-1 recombinante (rGal-1) se determiné por la técnica de Bradford,
utilizando el reactivo Protein Assay (Biorad, EEUU), utilizando una curva patréon con

seroalbumina bovina (BSA), rango de concentraciones entre 30 a 500 pg/ml.
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El contenido de lipopolisacarido (LPS) de la muestra purificada se analizé utilizando la
prueba del lisado de amebocitos de Limulus (LAL), a través del test Gel-clot Limulus
(Associates of Cape Cod, Falmouth, MA). Los niveles de LPS fueron <60 ng/mg.

g) Cultivos de células

- Cultivo de células HL-1

La linea celular HL-1 fue creada y gentilmente cedida por el Dr. William Claycomb del
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina, Universidad
de Louisiana, EEUU (Claycomb y col. 1998).

Antiguamente, los cultivos primarios de cardiocitos neonatales de rata o raton eran uno de los
unicos modelos disponibles para estudiar la funcionalidad celular cardiaca. Sin embargo,
presentaban algunas desventajas, entre ellas que cesaban su replicacion después de unos
pocos dias de cultivo inicial, y que su fenotipo carecia de muchas caracteristicas propias de
las células cardiacas de un animal adulto (White y col. 2004). Intentando subsanar estos
inconvenientes, se cred la linea AT-1, la cual provenia de un tumor atrial de ratones
transgénicos que expresaban en corazén, el antigeno T del virus del simio SV40, bajo el
control de un promotor del factor natriurético atrial (ANF). Esta linea mantenia
caracteristicas fenotipicas de células diferenciadas adultas, pero no podia propagarse por
pasajes seriados en cultivo, y necesariamente debian realizarse transplantes en ratones con el
fin de obtener posteriormente cultivos primarios a partir de esos tumores cardiacos. Mediante
el uso de esta linea, Claycomb y col. (1998) lograron generar una linea de cardiomiocitos
adultos murinos, llamada HL-1, que conserva la capacidad de dividirse en cultivo, a la vez
gue mantiene las caracteristicas fisioldgicas de las células atriales adultas de las que deriva,
incluso su capacidad de latir. Esta linea se ha caracterizado intensivamente, demostrandose su
fenotipo de cardiomiocitos diferenciados (White y col. 2004).

Mas de 700 publicaciones avalan el uso de las HL-1 como modelo cardiaco para el estudio de
los efectos de la hiperglucemia, sefalizacion celular, electrofisiologia, metabolismo
mitocondrial, genética, y manejo del calcio, entre otros (Tan y col. 2012; Jiang y col. 2014;
Dias y col. 2014; Dungel y col. 2013; Humphreys y col. 2012; Kao y col. 2014; White y col.
2004).

Para los ensayos presentados en este trabajo de Tesis, las células HL-1 se cultivaron sobre

una matriz de gelatina-fibronectina, en medio Claycomb suplementado con SFB 10% (v/v),
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estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 U/ml y L-glutamina 2 mM, en estufa a 37°C con
atmdsfera de 5% de CO,.

- Cultivo de células VERO

Las células de la linea VERO (células epiteliales de rifion derivadas de mono verde africano)

utilizadas para la obtencion de parasitos, se cultivaron en medio RPMI suplementado con
SFB 10% (v/v), estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 U/ml y L-glutamina 2 mM, en

estufa a 37°C con atmosfera de 5% de CO..

h) Obtencién de células HL-1 que sobre-expresan Galectina-1

Las células HL-1 se transfectaron con una construccion que contenia al gen de Gal-1
(Lgalsl), en un plésmido pCDNAZ3.1, utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen, Life
Technologies, EEUU). Para esto, las células se cultivaron en placas de 24 pocillos hasta el
70% de confluencia, se lavaron con PBS y se hizo un cambio de medio, a medio Claycomb
sin suero. En paralelo, se mezcld la lipofectamina y el pldsmido en una relacion de 3:1
(volumen de lipofectamina en ul: masa de ADN en ug), respectivamente. La concentracion
de plasmido fue 0,45 pg por pocillo. Las células se incubaron con el complejo ADN-
lipofectamina durante 4 hs y posteriormente, se realizd un cambio de medio a medio
Claycomb fresco con suero. Luego de 24 hs, las células se incubaron en medio Claycomb en

presencia de geneticina 500 pg/ml, para la seleccién de células transfectadas.
En paralelo, se hizo la misma transfeccion utilizando el vector pPCDNAS3.1 vacio.

El antibiotico de selecciébn se mantuvo durante los sucesivos pasajes de las células
transfectadas vy, s6lo se retiré durante los distintos experimentos de infeccion con T. cruzi. La
eficiencia de transfeccién se determind midiendo la cantidad de Gal-1 en el sobrenadante de
cultivo de las células por ELISA. La concentracion de Gal-1 fue entre 4 a 8 veces mayor en
las células HL-1 transfectadas con el vector que contenia Gal-1 que en las células

transfectadas con el vector vacio.

i) Cultivo de parasitos
Para los ensayos de infeccion, tanto para los ensayos in vitro en las células HL-1, como para

los ensayos in vivo en ratones, se utilizaron parasitos de las cepas Tulahuén y Brazil
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(Trischmann y col. 1980; Wynne de Martini y col. 1980). La genotipificacion de los parasitos
fue realizada por la Dra. Carolina Cura, mediante PCR a partir del ADN obtenido de
tripomastigotes de cultivo lisados por calor, segun el protocolo experimental publicado por
Burgos y col. (2007, 2010). La cepa Tulahuen correspondio a la UDT VI, mientras que la
cepa Brazil ala UDT I.

- Ensayos in vitro

Los tripomastigotes de cultivo que se utilizaron para los experimentos de infeccion de las
células HL-1, se obtuvieron del medio extracelular de monocapas de células Vero infectadas.
El sobrenadante de cultivo de estas células, se centrifugé a 500g por 5 min, y se descarto el
sedimento para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a
2.200g por 10 min para obtener los parasitos, y se resuspendié el sedimento obtenido en
medio Claycomb con suero. Los parasitos se contaron en camara de Neubauer y se ajusto la

cantidad segun cada experimento a realizar.

- Ensayos in vivo

Los tripomastigotes sanguineos de ambas cepas se obtuvieron por pasajes seriados de los
tripomastigotes de cultivo, obtenidos de las células Vero infectadas, en ratones de la cepa
BALB/c. Los animales BALB/c se desangraron, y la sangre obtenida se diluydé en medio
RPMI con suero. Los paréasitos se contaron en cadmara de Neubauer y se ajust6 la cantidad a
12.500 parasitos/ml en medio RPMI con suero. Cada animal de experimentacion (ratones
C57BI/6 de tipo salvaje y C57BI/6 Lgalsl™) recibié una dosis de 2.500 tripomastigotes en
200 pl de medio por via intraperitoneal.

j) Determinacién de Gal-1 por ELISA

La concentracidn de Gal-1 en sueros de pacientes con Enfermedad de Chagas e individuos no
infectados se determind por ELISA. Para ello, se sensibilizaron placas de 96 pocillos (NUNC
Maxisorp, Affymetrix, EEUU) con un anticuerpo de captura (2 pg/ml de un anticuerpo IgG
policlonal de conejo anti-Gal-1 humana) en una solucion reguladora de carbonato de sodio
0,1 M (pH 9,5). Después de incubar toda la noche a 4°C, se lavaron las placas tres veces con
PBS-T20 y se bloguearon los sitios libres de los pocillos con PBS-BSA 2%, por 1 h a
temperatura ambiente. Las muestras (100 pl por pocillo) se diluyeron en PBS-BSA 1%
(dilucion 1/5) y se incubaron por 18 hs a 4°C. Luego de tres lavados, se incubaron las placas
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con un anticuerpo policlonal (IgG) anti-Gal-1 humana marcado con biotina (100 ng/ml) por 1
h a temperatura ambiente, para luego lavar y agregar streptavidina conjugada a peroxidasa de
rdbano (dilucién 1/3000) (Sigma-Aldrich, EEUU). Luego de 30 min a temperatura ambiente,
se realizaron 5 lavados y se reveld con 100 pl de solucion de TMB (tetrametilbencidina) 0,1
mg/ml y H,0, 0,06% en buffer citrato-fosfato de sodio (pH 5,0). La reaccion se detuvo por el
agregado de 100 pl de HCI 2 N. La densidad dptica se leyd a 450 nm en un lector de
microplacas Versamax (Molecular Devices, EEUU). En las mismas placas, se realiz6 una
curva con rGal-1, utilizando concentraciones de 2,5 a 320 ng/ml para la cuantificacion de la
concentracion de dicha proteina en cada una de las muestras analizadas.

Para la determinacion de Gal-1 en sobrenadantes de cultivo se utilizé un protocolo similar,
reemplazandose los anticuerpos de captura y biotinilados, por otros similares especificamente
dirigidos contra Gal-1 murina (R&D, EEUU). La curva se realizé con Gal-1 murina (R&D,
EEUU).

k) Determinacion de galectinas en cultivos de células HL-1 infectadas y sin infectar

La presencia de Gal-1 y Gal-3 en células HL-1 sin infectar e infectadas con tripomastigotes
de las cepas Tulahuén y Brazil se determind por Western-blot, mientras que la expresién del
ARNm de dichas lectinas, se determin6 por RT-gPCR. La presencia de Gal-1 en

sobrenadantes de cultivo de células infectadas y sin infectar se determin6 por ELISA.

- Condiciones de cultivo e infeccién

Se sembraron 5x10* 6 2,5x10* células HL-1 por pocillo en una placa de 24 pocillos para la
condicion de 2 6 5 dias de infeccion, respectivamente. Luego de 18 hs, los cultivos se
infectaron con tripomastigotes de las cepas Brazil o Tulahuén en una relacion parésito:célula
de 5:1. A las 4 hs de infeccién y con el propdésito de eliminar los parésitos presentes en el
sobrenadante de cultivo, las células se lavaron con PBS estéril y se agregaron 500 u 800 pl de
medio Claycomb con suero por pocillo segln fueran cultivos de 2 6 5 dias post-infeccion,
respectivamente. En forma paralela, pocillos conteniendo células HL-1 no infectadas fueron
tratadas tal como se describi¢ para los cultivos de células infectadas.
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- Obtencion de sobrenadantes de cultivo de las células HL-1 y determinacion de Gal-1 por
ELISA
A los tiempos especificados, se recolectd el sobrenadante de cultivo de cada uno de los

pocillos con células HL-1 infectadas y sin infectar, los cuales se esterilizaron mediante pasaje
por filtros con un tamafio de poro de 0,22 um y se congelaron a -80°C hasta su posterior uso.
La determinacion de Gal-1 en sobrenadante se realizé por ELISA, tal como se describe en el
punto j).

- Obtencion de lisados de células HL-1 vy determinacion de Gal-1 y Gal-3 por Western blot

A los tiempos indicados, y luego de la recoleccion del sobrenadante de cultivo, las células
infectadas y sin infectar adheridas a la placa se lavaron con PBS frio, y se lisaron utilizando
la siguiente solucion de lisis: HEPES 10 mM, NP40 0,1%, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, en
presencia de la mezcla de inhibidores de proteasas (Complete Mini EDTA-Free, Roche,
Alemania). Luego de 3 ciclos de congelado-descongelado, la muestra obtenida se centrifugé a
200 rpm por 10 min a 4°C, para descartar células sin lisar y se separ6 el sobrenadante, con
posterior almacenamiento a -80°C hasta su uso.

Las proteinas presentes en dichas muestras se cuantificaron por la técnica de Bradford,
utilizando el reactivo ProteinAssay (BioRad, EEUU), y se ley6 la absorbancia a 595 nm en
un lector de microplacas Versamax (Molecular Devices, EEUU). Para determinar la
concentracion de proteina en cada muestra, se realizd una curva patrén con seroalbdmina

bovina (BSA), rango de concentraciones entre 30 a 500 pg/ml.

Para detectar galectinas por Western blot, primero se realiz6 una electroforesis en geles de
poliacrilamida al 15%, utilizando el sistema Mini Protean Il (BioRad, EEUU). Las muestras
se diluyeron con solucion de muestra (cracking buffer) 5X, se hirvieron durante 5 min y se
sembraron aproximadamente 60 g de proteinas totales por calle. La electroforesis se realizé

a voltaje constante de 100-150V para la separacién de las proteinas.

Luego, las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa en solucién de
transferencia a 90 mA por gel (amperaje constante) en un sistema de transferencia semi-seca
TE 70 (Hoefer, EEUU), durante 60 min. Para confirmar la correcta transferencia de las
proteinas, las membranas se incubaron con solucion colorante Rojo Ponceau reversible, para
luego ser decoloradas por sucesivos lavados con agua destilada. Posteriormente, los sitios
libres de las membranas se bloguearon con TBS-T20, suplementado con leche descremada al
5% (p/v), durante toda la noche a 4°C.
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Los anticuerpos primarios y los secundarios conjugados a peroxidasa de rabano, diluidos en
TBS-T20-leche descremada 1% (p/v), se incubaron con las membranas durante toda la noche
a 4°C. Entre los sucesivos pasos de incubacién con el anticuerpo primario y secundario, se
realizaron 5 lavados con TBS-T20, durante 5 min con agitacion. Para el revelado, se utilizé el
sistema de quimioluminiscencia Immobilon (Millipore, EEUU), sobre placas radiograficas
Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare, Japén) y Kodak General Purpose (Kodak,
EEUU/México).

Las bandas obtenidas se escanearon y se efectud su cuantificacion relativa a un gen de
mantenimiento enddgeno (actina), utilizando el programa ImageJ (Version 1.41, NIH,
EEUU).

- Obtencién de ARN de las células HL-1 infectadas y determinacion de la expresion relativa

de genes Lgalsl y Lgals3 por RT-gPCR

Luego de 2 60 5 dias de infeccion, se descartd el sobrenadante de cultivo, y las células
adheridas se lavaron con PBS frio. Posteriormente, se agregd a la monocapa de células, 250
pl de Trizol por pocillo, y la muestra se homogeneiz6 por agitacién mecanica. La solucién
obtenida se transfirié a tubos eppendorf en donde se incubd 5 minutos en hielo, y luego se
agregaron 100 pl de cloroformo. Cada tubo se agité mediante el uso de un vértex durante 30
seg, Yy se incubd en hielo durante 1 min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 12.000g
durante 15 min a 4°C, y se recolectd la fase acuosa, a la cual se le agregd 250 ul de
isopropanol. Se agitaron las muestras en un vortex durante 30 seg, se centrifugaron a 12.000g
por 15 min a 4°C, se descartd el sobrenadante y el precipitado se lavo con una solucién de
etanol 75%. Luego de una centrifugacion a 12.000g por 15 min, el precipitado se resuspendio
con 25 ul de agua miliQ. La concentracion de ARN se determind por espectrofotometria a
260 nm en un equipo Nanodrop (Thermo, EEUU), y cada una de las muestras se guardd

congelada a -80°C. Todo el material utilizado fue libre de ARNasas.

Retrotranscripcion

Se tom0 1 g de ARN total de cada una de las muestras obtenidas en el punto anterior, y se
dejo hibridar con oligo dTi,.15 (Invitrogen, EEUU). La retrotranscripcion se realizo utilizando
la enzima Superscript Reverse Il Transcriptase (Invitrogen, EEUU) a 42°C durante 50 min,
utilizando la siguiente mezcla: Tris-HCI 50 mM (pH 8,3), KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, DTT
10 mM, dNTPs 0,5 mM. Para cada reaccion se usaron 200 U de retrotranscriptasa, y 40 U de
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inhibidor de ARNasas RNaseOUT (Invitrogen, EEUU). La reaccion se inactivd por

calentamiento a 70°C durante 15 min.

RT - gPCR

Para las reacciones de PCR en tiempo real se utilizé la mezcla comercial SYBR Green PCR

Master MIX (Life Technologies, EEUU), y entre cada reaccion s6lo se variaron las

concentraciones de cebadores y de Mg?* (la concentracién de Mg?* la mezcla comercial es de

1,5 mM, y para algunas reacciones se agrego la cantidad suficiente de Cl,Mg para llegar a 2

mM). Las curvas de fusion se realizaron después de cada reaccion entre los 57°C y los 95°C.

Los cebadores utilizados fueron los siguientes:

Lgalsl murina
MGAL-1f 5-TGAACCTGGGAAAAGACAGC-3’
MGAL-1r 5-TCAGCCTGGTCAAAGGTGAT-3"

La rampa de temperaturas utilizada fue la siguiente:

1) 10"a95°C
2) 157 a95°C x 40 ciclos

3) 1'a60°C

La concentracion de cebadores fue de 300 nM, y la de Mg®* fue de 1,5 mM.

Lgals3 murina
Gal3F_m: 5"- CCACTGACGGTGCCCTATG-3
Gal3R_m: 5-CACTGTGCCCATGATTGTGATC-3

La rampa de temperaturas utilizada fue la siguiente:
1) 10"a95°C
2) 157 a95°C x 40 ciclos

3) 1'a62°C

La concentracion de cebadores fue de 225 nM, y la de Mg®* fue de 1,5 mM.
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GAPDH murina
GAPDHRaton_Fw 5"- ACTCCCACTCTTCCACCT -3
GAPDHRaton:Rv 5- TCCACCACCCTGTTGCT -3".

La rampa de temperaturas utilizada fue la siguiente:

Para ser utilizado como gen enddgeno en la reaccion de Lgalsl
1) 10"a95°C
2) 157 a95°C x 40 ciclos

3) 1'a60°C

La concentracion de cebadores fue de 300 nM, y la de Mg®* fue de 1,5 mM.

Para ser utilizado como gen enddgeno en la reaccion de Lgals3
1) 10"a95°C
2) 157 a95°C x 40 ciclos
3) 1'a62°C

La concentracion de cebadores fue de 300 nM, y la de Mg?* fue de 2 mM.

En todas las reacciones, se utilizd 1 pl de ADNc obtenido bajo las condiciones descriptas
anteriormente. Las reacciones se efectuaron en un termociclador Rotor-Gene 6000 device
(Corbett, Reino Unido). La cuantificacion del ARNm especifico se realizd utilizando una
curva de calibracion relativa por diluciones seriadas de ADNc de celulas HL-1 sin infectar. El

analisis se realizo con el programa Rotor Gene Q — Puredetection (Corbett, Reino Unido).
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I) Determinacidn del nimero de parasitos en células infectadas

- Cultivos

Se sumergieron vidrios estériles de 12 mm de didmetro en una solucion de gelatina-
fibronectina en pocillos de una placa de 24 pocillos. Luego de 2 hs, se retird la solucion y se
sembraron 2,5x10* 6 5x10* células HL-1 por pocillo en medio Claycomb con suero, para los
experimentos de curso de la infeccion o de invasion, respectivamente. Luego de cultivar las
celulas durante 18 hs, se reemplazé el medio por medio Claycomb con suero, conteniendo
Gal-1 en distintas concentraciones (0, 10 y 50 pg/ml). Las células se incubaron durante toda
la noche, y luego se infectaron con tripomastigotes de las cepas Tulahuén y Brazil, segun se

indica en los diferentes ensayos.

- Ensayos de curso de la infeccion de T. cruzi en células HL-1

La infecciobn se realizd considerando una relacién 10:1 parasitos:células HL-1,
respectivamente. Los tripomastigotes se incubaron con las células durante 4 hs y, luego de
realizar al menos 3 lavados con PBS estéril a fin de eliminar los parésitos presentes en el
sobrenadante, se agregé medio Claycomb con suero. Las células se incubaron durante 4 dias
adicionales, se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con PFA 2% en PBS durante toda la
noche para inmunofluorescencia, o con metanol durante 10 min para tincién con una solucion

de Giemsa.

- Ensayos de invasion de T. cruzi en células HL-1

Para estos ensayos, se disminuy6 la multiplicidad de infeccion a 5:1 parasitos:células HL-1,
respectivamente para minimizar el nimero de células que pudieran ser invadidas por méas de
un paréasito, y se traté de maximizar el tiempo en el que las células y los tripomastigotes
estuvieran en contacto, por lo que el tiempo de incubacion fue de 18 hs. Luego, las células se
lavaron al menos 3 veces con PBS estéril para eliminar los parasitos presentes en el
sobrenadante, y se incubaron durante 30 hs adicionales en medio Claycomb con suero. Las
células se lavaron 3 veces con PBS, y se fijaron con PFA 2% en PBS durante toda la noche

para inmunofluorescencia.

Paralelamente, para cada una de las concentraciones de Gal-1 ensayadas, se incluyeron
controles con lactosa. Para ello, las células se incubaron con medio de cultivo Claycomb -
lactosa (100 mM) durante el tratamiento con Gal-1, asi como también durante la infeccién

hasta el cambio de medio al dia siguiente.
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- Ensayos de invasion de T. cruzi en células HL-1 gue sobreexpresan el gen Lgalsl.

Se sumergieron vidrios estériles de 12 mm de didmetro en una solucion de gelatina-
fibronectina en pocillos de una placa de 24 pocillos, durante 2 hs. Luego se retiré dicha
solucion, y se sembraron 5x10* células HL-1 transfectadas por pocillo, que se cultivaron en
medio Claycomb con suero durante 18 hs. Posteriormente se realizd un cambio de medio a
medio Claycomb fresco o Claycomb-lactosa (100 mM), sin agregar Gal-1 recombinante
exogena al medio previo a la infeccion. Las células se infectaron con tripomastigotes de las
cepas Tulahuén y Brazil, durante toda la noche. Posteriormente, las células se lavaron al
menos 3 veces con PBS estéril para eliminar los parésitos presentes en el sobrenadante, y se
incubaron durante 2 dias adicionales en medio Claycomb con suero. Luego, las células se
lavaron 3 veces con PBS, y se fijaron con PFA 2% en PBS durante toda la noche para

inmunofluorescencia.

- Inmunofluorescencia indirecta

Los cubreobjetos con las células fijadas con PFA 2% en PBS, se lavaron 3 veces con PBS, y
se trataron durante 5 min con PBS-glicina 0,02 M (pH 7,4) para inactivar los restos de PFA.
Posteriormente, las células se permeabilizaron con PBS-Triton X-100 1% durante 5 min, y se
incubaron con PBS-BSA 2%. Luego de 18 hs a 4°C, las células fijadas se incubaron con un
suero de raton cronico infectado con T. cruzi, cepa Tulahuén (dilucion 1/1.000 en PBS-BSA
1%) como anticuerpo primario, y un anticuerpo 1gG anti Ig de raton conjugado a Alexa Fluor
488 como anticuerpo secundario (dilucion 1/200 en PBS-BSA 1%). El tiempo de incubacion
de los anticuerpos fue de 1 h a temperatura ambiente. Entre los diferentes pasos de

incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 min con agitacion suave.

El montaje de los vidrios se realizd utilizando el medio Vectashield que contenia DAPI
(Vector Labs, Reino Unido). La visualizacion se realizo en un microscopio de fluorescencia
Olimpus BX41 a 200 aumentos. Las fotos fueron tomadas al azar, usando una camara digital

Olympus DP71 acoplada al microscopio.

Se contd el numero de ceélulas totales en cada una de las fotos tomadas, y se determind el
porcentaje de células que contenia al menos un parasito en su citoplasma. EI nimero de
células totales analizadas por cubreobjeto fue de 2.500 a 6.000 células totales en diferentes

campos al azar, y el namero de replicados por tratamiento fue de 3 a 5. El recuento de células
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totales se hizo de forma manual, o mediante el uso del programa Cell Profiler (version 2.0;
Broad Institute, EEUU).

- Tincién de Giemsa

A las células fijadas con metanol se les retird el fijador, y se dejaron secar al aire.
Posteriormente, las células se tifieron con solucion de tincion de Giemsa hasta que las
muestras adquirieron la coloracion por observacion directa al microscopio optico. Luego, se
realizaron 4 lavados con agua corriente, y se procedio al montaje con solucién de montaje
Permount (Fisher, EEUU). La visualizacion y toma de fotos se realizd en un microscopio de
fluorescencia Olimpus BX41 a 200 aumentos, en la modalidad campo claro. Se conto el
namero de células totales en cada una de las fotos tomadas, y se determind el porcentaje de
células que contenia al menos un parésito en su citoplasma. EI nimero de células totales
analizadas por cubreobjeto fue de 400 a 800 células totales en diferentes campos al azar, v el
namero de replicados por tratamiento fue de 3 a 5. El recuento de células totales se hizo de

forma manual.

m) Determinacion del grado de lisis celular en las células HL-1 infectadas.

- Condiciones de cultivo e infeccién

Se sembraron 5x10* 6 2,5x10* células HL-1 por pocillo en una placa de 24 pocillos para la
condicion de 2 6 5 dias de infeccidn, respectivamente. Se utilizaron las mismas condiciones

de cultivo e infeccion que en el punto k).

- Obtencidén de sobrenadantes de cultivo de las células HL-1 y determinacién de Gal-1 por
ELISA

A los 2 y 5 dias post-infeccion, se recolect6 el sobrenadante de cultivo de cada uno de los

pocillos con células HL-1 infectadas y sin infectar, los cuales se esterilizaron mediante pasaje
por filtros con un tamafio de poro de 0,22 um, y se guardaron en heladera para la

determinacion de actividad LDH, con el protocolo del punto n).

- Recuento de células en cdmara de Neubauer

Se lavaron las monocapas con PBS, y se agregé a cada pocillo 200 pl de tripsina-EDTA. Se

incubaron durante 5 min a 37°C para desadherir las células, y luego se frend la reaccién
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enzimatica con 50 ul de SFB. Se colectaron las células mezclando 5 veces con una pipeta de

1 ml, y se guardaron en tubos eppendorf para realizar el conteo en cAmara de Neubauer.

- Medicion de la actividad enzimatica de lactato deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes de

cultivo

La medicion de la actividad LDH se realiz6 por espectrofotometria a partir de la oxidacion de
NADH, reaccion catalizada por la enzima. Se utilizo el kit LDH-P UV Unitest (Wiener lab,
Argentina). A partir de los sobrenadantes de cultivo de células HL-1 obtenidos en el punto
anterior, se atemperaron las muestras a 37°C, y se mezclaron 100 ul de sobrenadante con 700
pl de una solucion provista en el kit (fosfatos 50 mM; piruvato 0,6 mM; NADH 0,18 mM), se
mezcld en una cubeta de cuarzo y después de 30 seg, se midi6 la absorbancia basal a 340 nm.
Se repitieron las mediciones al minuto, a los dos y a los tres minutos. La reaccion se mantuvo

en todo momento a 37°C.

La determinacion de la actividad se calcul6 utilizando la siguiente formula:

LDH (U/l) = AABS/min x Factorsgonm, 37oc

Factorsaonm, s7oc: 9683

n) Ensayos de apoptosis

Se cultivaron 10.000 células HL-1 por pocillo en placas de cultivo de 48 pocillos en medio
Claycomb con suero durante 18 hs. Posteriormente, se realiz6 un cambio de medio de cultivo
a medio Claycomb con suero, conteniendo diferentes concentraciones de Gal-1 recombinante
(0, 10 6 50 pg/ml) y se incubaron durante 18 hs. Luego, las células se infectaron con 50.000
tripomastigotes de la cepa Tulahuén o Brazil durante 18 hs, se lavaron 4 veces con PBS para
eliminar los parasitos presentes en el medio de cultivo, y se incubaron durante 48 hs

adicionales en medio Claycomb con suero.

La apoptosis de las células se determind utilizando el Kit de Anexina V-FITC (BD
Pharmigen, EEUU). Para ello, las células se levantaron por tratamiento con una solucion de
tripsina-EDTA, se lavaron una vez con PBS y luego de realizar una centrifugacion a 1.200
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rpm, se resuspendieron en solucion de union (Hepes 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 2,5 mM,
pH 7,4), a la que se le agregd Anexina V-FITC. Las células se fijaron en PFA 2% en PBS. Se
adquirieron al menos 10.000 eventos en un citometro de flujo FACSAria (BD Biosciences,

EEUU). Los datos se analizaron con el programa WinMdi (version 2.9).

fi) Determinacion del glicofenotipo de células HL-1 infectadas y sin infectar

- Caracterizacion del glicofenotipo de células HL-1 por citometria de flujo

Se cultivaron 5x10* 6 2,5x10* células HL-1 por pocillo en placas de 24 pocillos en medio
Claycomb con suero, segun si el tiempo de infeccion fue de 2 6 5 dias, respectivamente.
Luego de una incubacion de 18 hs, las células se infectaron con tripomastigotes de las cepas
Brazil o Tulahuén en una relacion parasito:célula de 5:1 durante 4 hs. Posteriormente, las
células se lavaron al menos tres veces con PBS para eliminar los parésitos presentes en el
medio de cultivo, y se las incubé con medio Claycomb con suero durante 2 6 5 dias. En
forma paralela, pocillos con células HL-1 no infectadas fueron tratadas tal como se describid
para los cultivos de células infectadas.

Luego de transcurrido el tiempo indicado, las células HL-1 infectadas y sin infectar se
lavaron 2 veces con PBS frio, se levantaron con una solucién de tripsina-EDTA y luego de
centrifugar a 1.200 rpm durante 10 min, se contd el niamero de células en una camara de
Neubauer. Aproximadamente 10° células HL-1 infectadas o sin infectar se distribuyeron en
tubos eppendorf, se lavaron 2 veces con PBS-BSA 1% frio y se incubaron con solucion de
lectina-BSA 1% conteniendo las siguientes lectinas biotiniladas: PNA, SNA, HPA, LEL,
PHA-L, MAL 11, o Gal-1-FITC en las concentraciones indicadas en la Tabla 1, durante 1 h a
temperatura ambiente en oscuridad.

Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con solucién de lectina-BSA 1%, y se
incubaron con Streptavidina conjugada a FITC (dilucion 1/200 en solucion de lectina-BSA
1%) durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Las células se lavaron 2 veces con
solucion de lectina-BSA 1%, y luego de resuspender en PBS, se agrego PFA 4% en PBS gota
a gota hasta obtener una concentracién final del 1% (p/v). La lectura de los resultados fue
realizada en un citdmetro de flujo FACSAria (BD Biosciences, EEUU), adquiriendo por lo

menos 10.000 eventos. Los datos se analizaron con el programa WinMdi (version 2.9).
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Conc.

Lectina Abreviatura Especificidad por glicano
P Porg (Hg/ml)

Lectina de Mani

(Peanut agglutinin) PNA Galactosil B(1-3) - N-acetil-galactosamina 10

Lectina de salco )
europeo (Sambucus SNA Acido sialico en unién o(2-6) 4
nigra agglutinin)

Lectina de caracol . :
a-N-acetil-galactosamina presente en O-

romano (Helix HPA licanos 20
pomatia agglutinin) g
Lectina de tomate
(Lycopersicon LLEEITA()O Poli-lactosamina 2

esculentum agglutinin)

N-glicanos ramificados complejos con
PHA-L lactosaminas unidas a a manosa en unién 2

B(1-2) y B(1-6)

Fitohemaglutinina
(Phytohemagglutinin)

Lectina de Maackia

amurensis (Maackia Mal 11 Acido sidlico en union a(2-3) 20
amurensis agglutinin)
Galectina-1 Gal-1 N-acetil-lactosaminas terminales 0-50

Tabla 1. Lectinas biotiniladas utilizadas en los ensayos de glicofenotipificacion de células y

parasitos.

Los pardmetros analizados fueron el porcentaje de células con una fluorescencia mayor al
umbral de positividad, y el indice de fluorescencia especifico (SFI), calculado como el
cociente entre la fluorescencia media de las células incubadas con la lectina biotinilada
incognita mas Streptavidina-FITC y su control de células HL-1 incubadas sélo con
Streptavidina-FITC.

- Caracterizacion del glicofenotipo de células HL-1por fluorescencia indirecta

Se cultivaron 2,5x10* células HL-1 en vidrios redondos de 12 mm de didmetro en placas de
24 pocillos en medio Claycomb con suero. Luego de una incubacion de 18 hs, las células se
infectaron con tripomastigotes de las cepas Brazil o Tulahuén en una relacion parésito:célula
de 5:1 durante 4 hs. Posteriormente, las células se lavaron 4 veces con PBS para eliminar los
parasitos presentes en el medio de cultivo, y se las incubd con medio Claycomb con suero
durante 5 dias. En forma paralela, pocillos con células HL-1 no infectadas fueron tratadas tal
como se describio para los cultivos de células infectadas.

A los 5 dias post-infeccion, las células se lavaron 3 veces con PBS, y se fijaron con PFA 2%
en PBS durante toda la noche. Las células se incubaron con solucién de lectina-BSA 1%

conteniendo 20 pg/ml de LEL o PHA-L y posteriormente, con Streptavidina-FITC (dilucion
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1/200 en solucion de lectina-BSA 1%); ambas incubaciones durante 1 h a temperatura
ambiente en oscuridad. Entre cada paso, las células se lavaron 2 veces con solucién de
lectina-BSA 1%.

El montaje se realizé utilizando glicerol 87%. La visualizacion se realizd en un microscopio
de fluorescencia Olympus BX41 a 200 aumentos. Las fotos fueron tomadas al azar usando

una cdmara digital Olympus DP71 acoplada al microscopio.

0) Curva de union de Gal-1 a células HL-1 infectadas y sin infectar

Se sembraron 2,5x10* células HL-1 por pocillo en una placa de 24 pocillos, y se dejaron
incubando toda la noche con medio Claycomb con suero. Al dia siguiente, se infectaron los
cultivos con tripomastigotes de las cepas Brazil o Tulahuén en una relacion parasito:célula de
5:1. A las 4 hs, se lavaron los cultivos con PBS hasta que no quedaran tripomastigotes en el
sobrenadante, y se incubaron en medio Claycomb con suero durante 5 dias. Las células se
levantaron con solucién de tripsina-EDTA, se centrifugaron a 1.200 rpm, y se distribuyeron
aproximadamente 1-1,5 x 10° células en tubos eppendorf para ser incubadas con diferentes
concentraciones de rGal-1 (0, 5, 10 y 50 pg/ml), en buffer de lectina-BSA 1% en presencia o
ausencia de lactosa (100 mM). Luego de 90 min, las células se lavaron 2 veces con buffer
lectinas-BSA 1%, y se incubaron con un anticuerpo anti-Gal-1 conjugado con Alexa488
(dilucién 1/200 en buffer lectinas-BSA 1%) durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad.
Finalmente, las ceélulas se lavaron 2 veces con solucion de lectina-BSA 1%, se
resuspendieron en PBS y se agregd PFA 4% en PBS gota a gota hasta obtener una
concentracion final del 1% (p/v). En forma paralela, pocillos con células HL-1 no infectadas
fueron tratadas tal como se describi6 para los cultivos de células infectadas.

La lectura de los resultados fue realizada en un citdmetro de flujo FACSAria (BD
Biosciences, EEUU), adquiriendo por lo menos 10.000 eventos. Los datos se analizaron con

el programa WinMdi (version 2.9).

p) Determinacion del glicofenotipo de los tripomastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuén y Brazil

- Caracterizacion del glicofenotipo de tripomastigotes de la cepa Tulahuén vy Brazil por

citometria de flujo

Se tomaron 200 pl de medio RPMI conteniendo 2,5 x10° tripomastigotes de cultivo,
provenientes del cultivo de células VERO infectadas con ambas cepas de T. cruzi. EI medio

se centrifugo durante 5 min a 5.000 rpm, y el sedimento con los parasitos se lavé 2 veces con
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PBS-BSA 1% frio. Luego, los tripomastigotes se resuspendieron en solucion de lectina-BSA
1% con las siguientes lectinas biotiniladas: PNA, SNA, HPA, LEL, PHA-L, MAL Il y con
Gal-1-FITC, en las concentraciones indicadas en la Tabla 1, por 1 h a temperatura ambiente
en oscuridad. Concluido este paso, los paréasitos se lavaron 2 veces con solucion de lectinas-
BSA 1%, y se incubaron con Streptavidina conjugada a FITC (BD Pharmigen, EEUU) en
solucion de lectinas-BSA 1% 1 h a temperatura ambiente. Los parasitos se resuspendieron en
PBS y se les agregd PFA 4% en PBS gota a gota hasta obtener una concentracién final del
1% (p/v). La lectura de los resultados se realizd en un citometro de flujo FACSAria (BD
Biosciences, EEUU), luego de la adquisicion de aproximadamente 10.000 eventos. Los datos
se analizaron con el programa WinMdi (version 2.9).

Los parametros analizados fueron el porcentaje de parasitos con una fluorescencia mayor al
umbral de positividad, y el indice de fluorescencia especifico (SFI), calculado como el
cociente entre la fluorescencia media del tubo marcado con la lectina incognita y su control
sin lectina marcado con Streptavidina-FITC (obtenido bajo las mismas condiciones que el

tubo incognita).

- Unién de Gal-1 a tripomastigotes por fluorescencia indirecta

Se trataron cubreobjetos redondos de 12 mm de didmetro con poli-lisina 10 mM, durante 30
min. Luego se lavaron con agua destilada, y se dejaron secar. Posteriormente, se tomaron 200
ul de medio RPMI conteniendo 2,5 x10° tripomastigotes de las cepas Brazil o Tulahuén,
obtenidos del cultivo de células VERO infectadas. Los parasitos se dejaron asentar durante 30
min, y luego fueron fijados con PFA 2% durante 18 hs. Los cubreobjetos con parasitos
fijados se lavaron 2 veces PBS, y luego se los incubd durante 5 min en PBS-glicina 0,02 M
(pH 7,4) para inactivar los restos de PFA libre. Luego de incubar con PBS-BSA 2% durante
toda la noche a 4°C, se procedi6 a la marcacion con un anticuerpo policlonal de conejo anti-
Tc13 (dilucién 1/200 en PBS-BSA 1%), y posteriormente con un anticuerpo anti-lg de conejo
conjugado a Cy3 (dilucion 1/200 en PBS-BSA 1%) en presencia de rGal-1(20 pg/ml). Luego
de 2 lavados, los parasitos fueron incubados con un anticuerpo policlonal de raton anti-Gal-1
conjugado a Alexa488 (dilucion 1/200 en PBS-BSA 1%). El tiempo de incubacion de los
diferentes anticuerpos fue de 1 h a temperatura ambiente, en oscuridad. Entre paso y paso se

hicieron 2 lavados con PBS y se dejo incubando durante 5 min cada vez con agitacion suave.

El montaje se realizd utilizando el medio Vectashield que contenia DAPI (Vector Labs,

Reino Unido). La visualizacion se realizo en un microscopio de fluorescencia Olympus BX41
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a 1000 aumentos. Las fotos fueron tomadas al azar usando una cdmara digital Olympus DP71

acoplada al microscopio.

g) Ensayos in vivo

- Protocolo de infeccién

Se separaron ratones C57BI/6 de tipo salvaje y C57BI/6-Lgals1” de 8 semanas de edad en 12
grupos experimentales (Tabla 2). Se inocularon por via intraperitoneal con 200 pl de RPMI
conteniendo 2.500 tripomastigotes sanguineos de las cepas Brazil o Tulahuén, obtenidos a
partir de ratones BALB/c. En cada experimento, se utilizaron en forma paralela un grupo de
animales salvajes y Lgals1”™ machos y hembras a los cuales se les inyectaron 200 pl de medio

RPMI, y que constituyeron el grupo de ratones control.

Cepa de T. cruzi utilizada
Grupo | Género Genotipo de ratones para la infeccion
1 Machos WT Tulahuén
2 Machos Lgals1™ Tulahuén
3 Hembras WT Tulahuén
4 Hembras Lgals1™ Tulahuén
5 Machos WT Brazil
6 Machos Lgals1™ Brazil
7 Hembras WT Brazil
8 Hembras Lgals1™ Brazil
9 Machos WT Control
10 Machos Lgals1™ Control
11 Hembras WT Control
12 Hembras Lgals1™ Control

Tabla 2. Grupos experimentales

- Determinacion de la parasitemia

Se extrajo sangre venosa de la cola de los ratones infectados a diferentes dias post-infeccion,
segun corresponda a la cepa Tulahuén o Brazil (ver Resultados). Aproximadamente con 5 pl

de la sangre extraida en micropipeta se hizo un extendido entre cubreobjetos y portaobjetos.
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Se contaron los parasitos observados en 50 campos seleccionados al azar en un microscopio
Optico a 400X.

- Determinacion de la sobrevida

Durante todo el protocolo, y diariamente, se llevaron registros de la ocurrencia de muertes de

animales en cada grupo.

- Extraccion de 6rganos

La extraccion del corazon y musculo esquelético se realizd al dia 19 post-infeccion en los
ratones infectados con la cepa Tulahuén (pico de la parasitemia) y al dia 120 en los animales
infectados con tripomastigotes de la cepa Brazil.

Para proceder a la extraccion de los 6rganos, los ratones se sacrificaron por dislocacion
cervical, se les hizo una incision en el pecho, y se les extrajo el corazon, el cual se separ6 en
dos mitades, una para fijar con formol 10% en PBS durante al menos 72 h, y otra parte para
realizar un congelamiento rapido en nitrogeno liquido, y posteriormente conservar a -80°C. El
mismo procedimiento se utilizé para el musculo esquelético obtenido de las patas traseras de
los animales. Los organos en formol se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su

posterior procesamiento.

- Cortes histoldgicos v tincidon con Hematoxilina-eosina

Las muestras en formol fueron procesadas por el personal técnico del Laboratorio Uriburu
(J.E. Uriburu 1044, PB “B”). Brevemente, los tejidos fijados fueron deshidratadas por pasajes
sucesivos en soluciones de concentracién creciente de etanol (70°, 96° y etanol absoluto),
tratados con xilol, y luego de embebidas se incluyeron en parafina. Se hicieron cortes
seriados de um de espesor utilizando un micrétomo Minot, y se tifieron con solucion de
Hematoxilina y Eosina. Para esto, las muestras se sumergieron en xilol, y se rehidrataron por
pasajes en alcoholes de concentracion decreciente (etanol absoluto, 96° y 70°), y luego en
agua. Se sumergieron las muestras en solucion de hematoxilina por 10 min y se lavaron con
agua; luego se pasaron por alcohol levemente acidificado y se sumergieron en eosina por 30
segundos. Una vez realizada la tincién, los preparados se deshidrataron nuevamente, se
sumergieron en xilol y se montaron entre portaobjetos y cubreobjetos en balsamo de Canada.

Las muestras tefiidas se analizaron por microscopia optica en un microscopio Nikon Eclipse

200, teniendo en cuenta los siguientes parametros: indice de inflamacion, indice de necrosis,
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y densidad parasitaria (nimero de nidos de parasitossmm?® de tejido). Las fotos de cortes
histoldgicos se tomaron con una cdmara digital Olympus DP71, acoplada al microscopio.

Las &reas de los tejidos se determinaron a partir de las fotos de cada una de las secciones
analizadas (100x), mediante el programa Image J (Version 1.41, NIH, EEUU).

- Electrocardiograma

Los electrocardiogramas de los ratones sin infectar e infectados con T. cruzi, cepa Brazil, se
realizaron en el dia 35 y 95 post-infeccion. Los animales fueron anestesiados con avertina
(2,2,2-tribromo etanol, Sigma-Aldrich, EEUU), a una dosis de 400 mg/Kg de peso por via
intraperitoneal. Los registros electrocardiograficos se realizaron entre los 10 y los 15 min
luego de la inyeccion del anestésico, en un equipo Fukuda-Denshi Fx-2111 (Japén). Se
usaron las derivaciones I, Il, I1l, AVR, AVL y AVF) a 50 mm/s de velocidad de papel y a 20
mm/mV de amplitud y se evaluaron los siguientes pardmetros: duracion y amplitud de la
onda P, duracion y amplitud del intervalo QRS, duracién del intervalo P-R, frecuencia

cardiaca, asi como arritmias y alteraciones en la conduccion y despolarizacion.

r) Andlisis estadistico

Se utilizé el Test no paramétrico de Mann-Whitney de una cola para comparar los diferentes
parametros en los ensayos in vivo (analisis de cortes histoldgicos, parasitemias). Para el
analisis de los registros electrocardiograficos y para la determinacion de Gal-1 por ELISA en
suero de pacientes con Enfermedad de Chagas e individuos sanos, se utilizd el Test no
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido el Test de Dunns y, las curvas de supervivencia se
analizaron por el Test de Log-rank. Los datos de expresion de Gal-1 obtenidos por ensayos de
inmunotransferencia se analizaron con el Test t de Student. El resto de los ensayos fueron
analizados mediante analisis de la Varianza (ANOVA) de una via, seguido del Test a
posteriori de Tukey para comparacion de multiples grupos. En los experimentos de
glicofenotipo, se utilizo el test a posteriori de Dunnet para comparacion de los grupos
respecto del control.

Los analisis se efectuaron con el programa GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software

Inc). Se consider6 un p< 0,056 como estadisticamente  significativo.
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Resultados

Determinacion de la concentracion de Gal-1 en suero de pacientes con

Enfermedad de Chagas-Mazza crénica

Tal como se mencion6 en la Introduccion de esta Tesis, trabajos previos reportaron el
incremento de Gal-1 en biopsias de tejido cardiaco de pacientes con CCC, asi como también
un incremento en la expresion de esta lectina en linfocitos B y macréfagos luego de la
infeccion experimental con T. cruzi. (Giordanengo y col. 2001; Zufiiga y col. 2001a; Zufiiga y
col. 2001b). Con el proposito de determinar si este aumento se reflejaba en la cantidad de
Gal-1 sérica, se midi6 su concentracion en el suero de pacientes con la enfermedad de
Chagas-Mazza cronico, tanto asintoméaticos como con cardiopatia chagasica y de individuos
sanos, por ELISA (Figura 1).
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Figura 1. Concentracion de Gal-1 en suero de pacientes con Enfermedad de Chagas-Mazza
cronica, determinados por ELISA. La diferencia estadistica entre los grupos se analizd
mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido del test a posteriori de Dunns.
*P<0,01; **P<0,001.
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Los resultados mostraron un aumento significativo de la concentracion de Gal-1 sérica en los
pacientes con Enfermedad de Chagas-Mazza crénica, en comparacion con los valores
detectados en suero de individuos no infectados. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas en la concentracion de Gal-1 entre sueros de pacientes cronicos asintomaticos y
sueros de pacientes con sintomatologia cardiaca. En conjunto, los resultados mostraron que la
infeccion cronica por T. cruzi cursa con un aumento de esta lectina en suero,
independientemente de que cursen con sintomatologia. Por lo tanto, y a diferencia de los que
se postula para Gal-3 (Lok y col. 2009; De Boer y col. 2010; De Boer y col. 2011), nuestros
resultados sugieren que Gal-1 no seria una molécula Util como marcador de progresion de la

patologia cardiaca en la Enfermedad de Chagas-Mazza cronica.

Expresion de Gal-1 en células HL-1

En funcion de los resultados obtenidos, decidimos estudiar si el aumento de Gal-1 observado
en el suero de pacientes con Enfermedad de Chagas-Mazza estaba relacionado con un
incremento en la expresion de esta lectina en cardiocitos infectados. Para este fin, se utilizo la
linea celular HL-1 derivada de un tumor atrial de corazén de ratén adulto, y que mantiene las
caracteristicas estructurales y fisioldgicas de células cardiacas adultas, y tripomastigotes de
las cepas Tulahuén y Brazil, pertenecientes a dos UDT (unidades discretas de tipificacion)
diferentes. La cepa Brazil fue tipificada como UDT I, mientras que la cepa Tulahuén stock
Tul-2 fue asignada a la UDT VI. Se analizaron los niveles de expresion de Gal-1 en las
células HL-1 luego de 2 y 5 dias post-infeccion con tripomastigotes de ambas cepas, con el

propdsito de determinar el efecto en etapas tempranas y tardias de la infeccion in vitro.

Los resultados obtenidos a partir de la técnica de RT g-PCR, no evidenciaron diferencias
significativas en la expresion del ARNm de Gal-1 a los 2 ni a los 5 dias post-infeccion, tanto
para el cultivo infectado con la cepa Tulahuén como con la cepa Brazil (Figura 2).

Al analizar la concentracion de Gal-1 intracelular por Western Blot, tampoco se detectd un
aumento significativo de esta lectina en las células infectadas con ninguna de las dos cepas de
T. cruzi. Sin embargo, en el caso de los cultivos infectados con Brazil a los dos dias post-

infeccion hubo una disminucidn en su expresion (Figura 3A y 3B).
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Figura 2. Anélisis de la expresion del gen Lgalsl en cultivos infectados y sin infectar, por RT
g-PCR. Los resultados se expresaron como concentracion relativa del ARNm de Gal-1
respecto del ARNm del gen de mantenimiento endégeno GAPDH. Los datos representan la
media = SEM de 3 experimentos independientes. La diferencia estadistica entre los grupos se

analizo con el test de ANOVA de una via. Dpi: dias post-infeccion.
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Figura 3. Analisis de la expresion de Gal-1 en cultivos infectados y sin infectar, determinada
por Western blot. Los resultados se graficaron como expresion relativa de Gal-1 respecto del
gen normalizador (actina), en cultivos infectados con T. cruzi a los 2 dias y a los 5 dias post-
infeccion. A) Células infectadas con la cepa Tulahuén de T. cruzi, B) Células infectadas con
la cepa Brazil de T. cruzi. En la parte superior de los graficos se muestran las bandas
especificas de Gal-1 y actina; las letras a y b de la Parte B de la Figura se refieren a las
réplicas bioldgicas de cultivos delas células HL-1 lisadas sin infectar (a), e infectadas con T.
cruzi (b). La semi-cuantificacion de Gal-1 se determind por densitometria. Los datos
representan la media = SEM de tres experimentos independientes. La diferencia estadistica

entre los grupos se determind utilizando el test t de Student. *P<0,05.

Dado que Gal-1 es una proteina que se secreta al medio extracelular, se analizé la
concentracion de Gal-1 en los sobrenadantes de cultivo a los 2 y 5 dias post-infeccion, por
ELISA. Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas en la cantidad de
Gal-1 entre cultivos de HL-1 infectadas y sin infectar a los 2 dias post-infeccion. Sin
embargo, a los 5 dias post-infeccion, los cultivos infectados por cada una de las cepas
presentaron una mayor concentracion de Gal-1 en el sobrenadante respecto del cultivo sin
infectar, aun cuando no pudo observarse un aumento en la expresion por parte de las células
HL-1 (Figura 4).
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Figura 4. Concentracién de Gal-1 en sobrenadantes de cultivo infectados con Tulahuén y con
Brazil. Los datos corresponden a un experimento representativo de un total de dos
determinaciones independientes. Los valores representan las medias + SEM obtenidas a partir
de 4 réplicas dentro del mismo ensayo. La diferencia estadistica entre los grupos se analiz
con el test de ANOVA de una via, seguido del test de Tukey. *** P<0,001

El aumento de la concentracién de Gal-1 en el sobrenadante de cultivo, podria explicarse a
partir de la secrecion de esta lectina, o bien a una liberacién secundaria resultado de la lisis de
las células infectadas. Dado que T. cruzi provoca la ruptura de la célula hospedadora, se
analizo la actividad de la enzima enddgena lactato deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes
de cultivo a los 2 y a los 5 dias post-infeccion (Figura 5).

Los resultados mostraron que sélo a los 5 dias post-infeccion, se observé un aumento
significativo de la actividad de LDH en concordancia con el incremento de Gal-1 observado
en el sobrenadante (Figuras 4 y 5). Por otro lado, en la Figura 6 se muestra que cuando la
infeccion de las células cursé sin aumento de Gal-1, paralelamente, tampoco se observo
aumento de la actividad de LDH, y esto ocurrié para ambas cepas evaluadas (Figura 6). A
pesar que no es posible descartar otras vias de secrecion, el conjunto de los resultados sugiere
que el aumento de Gal-1 en el sobrenadante proviene de la lisis de las células HL-1 producida

por la infeccion con el parasito.
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Figura 5. Actividad de LDH de cultivos infectados con T. cruzi, cepas Tulahuén y con Brazil.
Los datos corresponden a un experimento representativo de un total de dos determinaciones
independientes. Los valores representan las medias + SEM obtenidas a partir de 4 réplicas
dentro del mismo ensayo. La diferencia estadistica entre los grupos se analizo con el test de
ANOVA de una via, seguido del test de Tukey. *** P<0,001
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Figura 6. Infeccion en ausencia de secrecion de Gal-1 y de aumento de la actividad LDH de
cultivos infectados con tripomastigotes de las cepas Tulahuén y Brazil. Las condiciones
experimentales fueron iguales que para el resto de las infecciones. Los graficos representan
las medias + SEM de un Unico experimento, con 3-4 réplicas bioldgicas. La diferencia entre

los grupos se analizo con el test de ANOVA de una via, seguido del test de Tukey.
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Dado que Gal-3 ha sido postulada como un buen biomarcador de dafio cardiaco y fibrosis en
pacientes, con particular valor prondstico en algunos tipos de insuficiencia cardiaca (Lok y
col. 2009; De Boer y col. 2010; De Boer y col. 2011), se analiz6 su expresion en las células
infectadas con las cepas Tulahuén y Brazil de T. cruzi, tanto por RT g-PCR como por
Western blot

A nivel transcripcional, no se observaron diferencias significativas en la concentracion
relativa del ARNm del Gal-3 a los 2, ni a los 5 dias post-infeccién. Sin embargo, a los 2 dias
post-infeccion pudo observarse una tendencia no significativa de aumento en la expresion de

Gal-3 en las células infectadas con la cepa Brazil (Figura 7).
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Figura 7. Anélisis de la expresion del gen Lgals3 en cultivos infectados y sin infectar, por RT
g-PCR. Los resultados se expresaron como concentracion relativa del ARNm de Gal-3
respecto del ARNm del gen de mantenimiento endégeno GAPDH. Los datos representan la
media = SEM de 3 experimentos independientes. La diferencia estadistica entre los grupos se

analiz6 con el test de ANOVA de una via.

Por otro lado, en la semi-cuantificacién de Gal-3 por Western blot, se observé un aumento
significativo en la concentracion relativa de la proteina en células HL-1 infectadas con la

cepa Brazil, que no se observé al infectar con tripomastigotes de la cepa Tulahuén (Figura 8).
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El hecho de que el aumento en la concentracion de Gal-3 tenga lugar con una de las cepas,
indica que no seria un fendmeno general que ocurre en la infeccion experimental por T. cruzi,
sino que podria estar relacionado con un determinado linaje de T. cruzi, tal como se
demuestra con las cepas utilizadas en este trabajo de Tesis.
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Figura 8. Analisis de la expresion de Gal-3 en cultivos infectados y sin infectar, determinada
por Western blot. Los resultados se graficaron como la expresion relativa de Gal-3 respecto
de actina, en cultivos infectados con T. cruzi a los 5 dias post-infeccion. En la parte superior
de la Figura, se muestran las bandas especificas de Gal-3 y actina de tres experimentos
independientes; las calles marcadas con la letra (a) corresponden a células HL-1 sin infectar y
las calles marcadas con b a las células infectadas con T. cruzi. La semi-cuantificacion de Gal-

3 se determind por densitometria. La diferencia estadistica entre los grupos se analiz
mediante el test t de Student. *P<0,05.
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Efecto de Gal-1 sobre el curso de la infeccion por T. cruzi en células HL-1

Considerando que Gal-1 es una proteina que, en muchos tipos celulares, induce apoptosis de
manera dependiente de la concentracion (Camby y col. 2006; Toscano y col. 2007), se
decidié determinar su efecto sobre las células cardiacas HL-1 sin infectar. Para ello, se
incubaron las células con distintas concentraciones de Gal-1 recombinante (rGal-1) y luego se
determind el nimero de células Anexina V" por citometria de flujo. Los resultados mostraron
que rGal-1 en concentraciones de 100 y 200 pg/ml produce apoptosis temprana de las células
HL-1, mientras que a 5, 10 y 50 pg/ml, el porcentaje de células en apoptosis temprana fue
similar al porcentaje detectado en ausencia de rGal-1 (Figura 9). Por otro lado, la lactosa per
se 0 agregada simultdneamente con rGal-1 (50 pg/ml) no logré inducir apoptosis de células
cardiacas. Cabe sefialar que la lactosa se utiliza para determinar si el efecto de Gal-1 se debe
a la interaccion con los glicoconjugados presentes en la superficie de las células, ya que este

disacéarido compite con la unién lectina-polilactosamina.
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Figura 9. Apoptosis de las células HL-1 inducida por diferentes concentraciones de Gal-1. El
porcentaje de células apoptoticas se determind por el ensayo de anexina V-FITC y posterior
analisis por citometria de flujo. Los datos representan la media + SEM de 3 replicados por
tratamiento de un experimento representativo (n=2). La diferencia estadistica se determind
por el test de ANOVA de una via, seguido del test de Dunnet. ** P<0,01
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En funcidn de los resultados obtenidos, se decidio utilizar rGal-1 en concentraciones de 10
pg/ml (0,7 uM) y de 50 pg/ml (3,5 M) en los ensayos de determinacion del efecto de Gal-1
sobre la infeccién de HL-1 con tripomastigotes de las cepas Brazil y Tulahuén, asi como

también en los de apoptosis inducida por T. cruzi.

Una vez elegidas las concentraciones de Gal-1 que no inducen apoptosis de las células HL-1
y sabiendo que se libera al medio por ruptura celular, se decidi6 evaluar si Gal-1 modulaba la
infeccion de las células cardiacas por T. cruzi. Para ello, se cultivaron las células HL-1 sobre
vidrios estériles gelatinizados, y luego de incubarlas con rGal-1 en las concentraciones
elegidas a partir del ensayo de apoptosis (10 y 50 pg/ml), se infectaron con tripomastigotes de
la cepa Brazil y Tulahuén durante 4 dias. La eleccion de tiempo de analisis 4 dias post
infeccion se basé no so6lo en el hecho que ese tiempo resultaba suficiente para observar
globalmente todos los pasos de la infeccidn (invasion, diferenciacion, replicacion, ruptura de
la célula y re-invasién), sino también en que se observo que a tiempos mayores, la mayoria de
las células se lisaban por la presencia del parésito y no habria sido posible determinar el
numero de amastigotes en forma correcta y reproducible. EI nimero de células infectadas se
determind por inmunofluorescencia indirecta, utilizando como primer anticuerpo, un suero
policlonal de raton crénicamente infectado con T. cruzi, y un anticuerpo secundario anti-1gG
de ratén acoplado a Alexa Fluor 488.

En la Figura 10A y 10B, rGal-1 disminuyé el numero de células infectadas con T. cruzi, cepa
Tulahuén tanto a 10 como a 50 pg/ml. Similares resultados se obtuvieron con la cepa Brazil,
aunque hubo una tendencia, no significativa, de disminucion en el porcentaje de células
infectadas, al utilizar 10 pg/ml de rGal-1 (Figura 10C y 10D).

Tal como se menciond en parrafos anteriores, un ciclo de infeccién completo, que incluye
invasion, diferenciacion, replicacién, ruptura de la célula y re-invasién, supone un tiempo
superior a 48 h luego de la infeccion (De Souza, 2002; Alves y col. 2007; Epting y col. 2010).
Por este motivo, y con el propdsito de determinar el efecto de Gal-1 principalmente sobre el
evento de invasion celular, se realizaron experimentos similares a los de la Figura 10, pero

analizando los porcentajes de infeccion de las células HL-1 a los 2 dias post infeccion.
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Figura 10. Efecto de Gal-1 sobre el curso de la infeccion por T. cruzi en células HL-1.
Porcentaje de células infectadas con las cepas Tulahuén (A) y Brazil de T. cruzi (C) para cada
uno de los tratamientos con Gal-1 (0, 10 y 50 pg/ml). La significancia estadistica entre
grupos se determinéd utilizando ANOVA de una via, seguido de test de Tukey. Estos
resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Los valores representados
en los graficos corresponden a la media + SEM de 3-5 replicados por tratamiento.* P<0,05 **
P<0,01. B y D) Imagenes de un campo representativo de dichos tratamientos y de sus
respectivos controles sin infectar revelados por IFI, para las cepas Tulahuén (B) y Brazil (D),
respectivamente (200X).
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Es importante remarcar que en estos ensayos, las células permanecieron en presencia de los
tripomastigotes por 18 hs, con el propdsito de permitir una mayor interaccion parasito-célula.
De esta manera, se pudo aumentar el nimero de células infectadas para estas condiciones
experimentales, lo que implicaba una mayor sensibilidad para detectar cambios pequefios en
los porcentajes de infeccion.

Ademas, se incluyeron controles con lactosa para determinar si los efectos observados en la
pre-incubacion con Gal-1 se debian a la interaccion con residuos de lactosamina presentes en
la membrana del paréasito o de la célula cardiaca, o si el mecanismo era independiente de la

unién a carbohidratos (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de Gal-1 sobre la invasion de T. cruzi a células HL-1. Gréficos del
porcentaje de células infectadas con las cepas Tulahuén y Brazil de T. cruzi. La significancia
estadistica entre grupos se determind utilizando ANOVA de una via, seguido de test de
Tukey. Estos resultados son representativos de 2 experimentos independientes. Los valores
representados en los graficos corresponden a la media £+ SEM de 3-5 replicados por
tratamiento. * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001

Los resultados mostraron que rGal-1 en una concentracion de 50 pg/ml, disminuyd la
invasion de las células HL-1 por los tripomastigotes de ambas cepas (Figura 11). Este efecto
se revirtié cuando las células fueron pre-tratadas con rGal-1 en presencia de lactosa para la
cepa Brazil, y sélo se demostrd una reversion parcial para la cepa Tulahuén. En ambos casos,
rGal-1, en una concentracion de 10 pg/ml indujo una disminucion del porcentaje de células

infectadas que no fue significativa aplicando el test a posteriori de Tukey.
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Gal-1 es una lectina que tiene funciones duales, tanto exdgenas, dependientes de su union a
carbohidratos, como enddgenas, mayormente dependientes de interacciones proteina-proteina
(Camby y col. 2006). Para evaluar el efecto de Gal-1 enddgena, se transfectaron de manera
estable cultivos celulares de la linea HL-1 con un plasmido pcDNA3.1-Gal-1 que permite la
sobre-expresion de esta lectina en células eucariotas. La eficiencia de la transfeccion se
evalu6 al medir la cantidad de Gal-1 en el medio de cultivo de las células transfectadas y sin
transfectar por ELISA. Los resultados mostraron un aumento de Gal-1 aproximadamente 4 a
8 veces mayor en las células HL-1 transfectadas con la construccion pcDNA3.1-Gal-1
respecto de los controles transfectados con el plasmido vacio.

Como un control adicional a la determinacion del efecto de Gal-1 enddgena, se evaluo si el
vector pcDNA3.1 vacio (MOCK) afectaba el grado de infeccién en comparaciéon con las
células sin transfectar. Tal como se observa en la Figura 12, el porcentaje de células HL-1 sin
transfectar infectadas con tripomastigotes de la cepa Tulahuén fue similar al porcentaje

determinado para las células HL-1 transfectadas con el vector vacio.
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Figura 12. Invasion de T. cruzi cepa Tulahuén a células HL-1 sin transfectar, y a células
transfectadas con el vector vacio pcDNA 3.1. Los datos corresponden a la media £ SEM de
un unico experimento con 4 replicados por tratamiento. El andlisis estadistico entre grupos se

determind utilizando el test t de Student.

La sobre-expresion de Gal-1 y la estimulacion sostenida en cultivos de células HL-1

disminuyeron la invasion de células por tripomastigotes de T. cruzi, respecto de células que
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no sobre-expresaban esta lectina, tanto para la cepa Brazil como para la cepa Tulahuén. El
efecto fue revertido cuando las células fueron tratadas con lactosa, lo que indicaria un efecto
dependiente de la union carbohidratos, es decir de la fraccion secretada de Gal-1 producida

enddgenamente (Figura 13).
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Figura 13. Invasion a las células HL-1 que sobre-expresan Gal-1 con tripomastigotes de la
cepa Tulahuén, y Brazil. Estos resultados son representativos de 2 experimentos
independientes. Los valores representados en los graficos corresponden a la media + SEM de
3-5 replicados por tratamiento. El analisis estadistico entre grupos se determiné utilizando el
test de ANOVA de una via, seguido del test de Tukey. * P<0,05 ** P<0,01

En conjunto, los resultados sugieren que Gal-1 protege a la célula cardiaca de la infeccion por
T. cruzi, independientemente del linaje, y que este efecto es mediado por la interaccion de la
lectina con los glicanos presentes en la superficie de la célula o del parasito, y no por la

interaccion de alguna proteina intracelular con esta lectina.

Con el proposito de investigar si este efecto podia estar dado por interaccion directa de Gal-1
a T. cruzi, se incubaron los tripomastigotes de ambas cepas con esta lectina, y se midié la
unién de Gal-1 por fluorescencia indirecta y citometria de flujo. En la Figura 14A se
muestran los resultados correspondientes a la fluorescencia directa, donde no se observa

tincion especifica por unién de Gal-1 a los parasitos, mientras que un anticuerpo control
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dirigido contra la proteina de superficie Tc13, seguida de un anticuerpo secundario conjugado
a Cy3, mostrd el patron de marcacion esperable. Resultados similares se obtuvieron por
citometria de flujo, en los cuales no se observd corrimiento hacia intensidades de
fluorescencia mayor cuando los parasitos fueron tratados con Gal-1-FITC, respecto de su

control con Estreptavidina-FITC (Figural4B).
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Figura 14. Union de Gal-1 a tripomastigotes de T. cruzi, cepas Tulahuén y Brazil. A) Ensayo
de fluorescencia correspondiente a los tripomastigotes incubados con rGal-1 (25 pg/ml)
durante 1 h, y luego revelado con un anticuerpo anti-Gal-1 marcado con Alexa Fluor 488. La
tincion con un suero policlonal de conejo anti-TC13, una proteina de la superficie presente en
tripomastigote, se utiliz6 como control positivo. B) Histogramas representativos de
tripomastigotes de la cepa Tulahuén o Brazil incubados con Gal-1-FITC (25 pg/ml). Las
lineas rojas corresponden a los parasitos tratados con Gal-1-FITC, lineas negras a parasitos

incubadas con estreptavidina-FITC usado como control negativo.
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En conclusion, los resultados sugieren que Gal-1 protege a la célula cardiaca HL-1 de la
invasion e infeccion por T. cruzi, mediante su interaccion con glicanos presentes en la

superficie de la célula hospedadora, e independientemente de la union al parasito.

Efecto de Gal-1 sobre la apoptosis de células HL-1 infectadas con T. cruzi

Luego de determinar el efecto protector de Gal-1 en la infeccion de T. cruzi a las células HL-
1, se determino si esta lectina podia revertir los primeros eventos en el proceso de apoptosis o
exposicion de fosfatidilserina, inducido por el parésito sobre las células cardiacas. Para
realizar esta determinacion se utilizé la técnica de anexina V acoplada a FITC, y posterior
analisis por citometria de flujo. Habitualmente, la técnica de anexina V-FITC se realiza
utilizando células sin fijar; sin embargo, y con el fin de salvaguardar la bioseguridad de los
operadores del equipo, referidas principalmente a la formacion de aerosoles durante la
adquisicion de los datos de las células infectadas en el citometro, se decidio fijar las células
infectadas luego de su marcacion con anexina V-FITC en todos los experimentos. Por tal
motivo, se evalud en primer lugar si existian diferencias en el grado de union de anexina V-
FITC entre las células HL-1 sin fijar, y fijadas con paraformaldehido (PFA) 2%, luego de
tratarlas con staurosporina, un agente pro-apoptotico sobre células cardiacas (Yue y col.
1998). Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas en el porcentaje de
células anexina V positivas entre las células fijadas y sin fijar (Figura 15). De igual manera,
no se encontraron diferencias cuando las células fueron adquiridas nuevamente a los 30
minutos después de la primera lectura (Figura 15).

En conclusion, la fijacion no afectd la union de anexina V si la misma se realizaba como paso
final del ensayo y por lo tanto, estas condiciones resultaron ser adecuadas para la evaluacion

de apoptosis en los cultivos infectados.
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Figura 15. Efecto de la fijacion con paraformaldehido sobre la determinacion de las células
HL-1 anexina V positivas. El andlisis estadistico entre grupos sometidos al mismo

tratamiento se determind utilizando el test t de Student.

Asi, las células HL-1 se pre-incubaron con rGal-1 durante 18 hs, y luego de infectar con
tripomastigotes de las cepas Tulahuén y Brazil de T. cruzi, se cultivaron durante 3 dias
adicionales. Posteriormente, las células infectadas y sin infectar se marcaron con anexina V-
FITC y se fijaron con PFA 2%.

Como se muestra en la Figura 16, la infeccion con tripomastigotes de ambas cepas aumentd
significativamente el porcentaje de células HL-1 anexina V-FICT positivas. Cuando las
células infectadas se pre-incubaron con rGal-1 a una concentracion de 50 pug/ml, el porcentaje
de células que expresaban fosfatidilserina en su membrana disminuyé significativamente,
comparado con las células sin pre-incubar (Figura 16). Por el contrario, rGal-1 a 10 pg/ml no
indujo ningun efecto. Resultados similares se obtuvieron con ambos linajes de T. cruzi,
Ademas, y tal como se mostré en ensayos previos (Figura 9), el porcentaje de células anexina
V-FITC positivas fue similar en células sin tratar como en aquéllas tratadas con rGal-1 en

ambas concentraciones utilizadas.
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Figura 16. Efecto de Gal-1 sobre la apoptosis de las células HL-1 inducida por T. cruzi. Las
células HL-1 se infectaron con tripomastigotes de la cepa Tulahuén, y de la cepa Brazil, y
luego de 3 dias se determind apoptosis por anexina V-FITC. Estos resultados son
representativos de 2 experimentos independientes. Los valores representados en los gréaficos
corresponden a la media £ SEM de 3-4 replicados por tratamiento. El analisis estadistico se
determind utilizando ANOVA de una via, seguido del test de Tukey; sélo se muestran las

comparaciones estadisticas entre los grupos infectados. * P<0,05 ** P<0,01
El conjunto de resultados sugiere que Gal-1 protege a la célula cardiaca de los primeros

eventos de muerte celular inducida por T. cruzi, independientemente del linaje infectante

utilizado en este trabajo de Tesis.
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Glicofenotipo de células infectadas

Después de observar que Gal-1 disminuia la infeccion de las células HL-1 con
tripomastigotes de ambas cepas, se decidié analizar si T. cruzi modificaba el perfil de
glicanos de la superficie celular y si de esta manera, podia contrarrestar o impedir el efecto
Gal-1. Para este fin, se utiliz la metodologia de union de lectinas biotiniladas a los glicanos
presentes en la membrana de las células y posterior andlisis por citometria de flujo. Es
importante remarcar que cada lectina se une a una estructura de N- u O-glicanos especifica,
tal como se muestra en la Figura 17 (ver Tabla 1 de Materiales y Métodos). Asi, por ejemplo,
Gal-1 se une a N-acetil-lactosamina, mientras que fitohemaglutinina (PHA) se une a N-
glicanos complejos unidas a manosa en union 3 (1-2) y p (1-6) ramificados con lactosaminas.

La lectura se realiz6 por citometria de flujo (Figura 17).

N-glicanos O-glicanos
a3
B3
= T
| Ser/Thr
3 t
=
HPA PNA 3
? — % —_— M-»» 83
Ser/Thr ‘Ser/ThrI | Ser/Thr Ser/Thr |
Core 1 Core 2
Asn
Sitios de union de lectinas Sitios de union de lectinas
O ] e NNe: o = O (%) ¢ A Endégenas Herramientas
Galactosa N-acetilglucosamina LacNAc Poli-LacNAc N-acetilgalactosamina Manosa  Acido Sidlico Fucosa Lectinas

Figura 17. Representacion esquematica de los sitios de union de lectinas en N- y en O-
glicanos. MAL I1: Aglutinina de Maackia amurensis; SNA: Aglutinina de Sambucus nigra,
LEL: Aglutinina de Lycopersicon esculentum; PHA-L: Fitohemaglutinina-L; HPA:
Aglutinina de Helix pomatia; Gal-1: galectina-1. Figura adaptada de Croci y col. 2014.

El cambio en el glicofenotipo se determino analizando dos parametros: la cantidad de células
positivas, es decir, aquellas con fluorescencia superior al umbral, y el indice de fluorescencia
especifico (SFI). ElI SFI se calculé como el cociente obtenido a partir de la fluorescencia
media de la poblacion celular con cada una de las lectinas biotiniladas sobre la fluorescencia

media de las células sin ninguna lectina biotinilada, y marcadas con estreptavidina-FITC.
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Figura 18. Histogramas de las células HL-1 infectadas con T. cruzi y ensayadas para las

i

diferentes lectinas biotiniladas. Los histogramas llenos corresponden a células infectadas
(gris: cepa Tulahuén, rojo: cepa Brazil); los histogramas azules vacios corresponden a células
no infectadas. El histograma de la izquierda muestra la marcacion obtenida con
estreptavidina-FITC (control). La Figura es representativa de tres experimentos

independientes. A y C) 5 dias post-infeccién; B y D) 2 dias post infeccion.

Al analizar los SFI de los experimentos de glicofenotipo (Figura 18 y 19), pudo observarse
una disminucién de la unién de la lectina PHA-L, que se une a glicanos complejos
ramificados, a los 5 dias post-infeccion, tanto con la cepa Tulahuén como con la cepa Brazil;
este fue el Unico cambio observado para la infeccion con la cepa Brazil. En los cultivos
infectados con la cepa Tulahuén se detect6 ademas una disminucion de la union de la lectina
PHA-L, la disminucion de la union de la lectina LEL, es decir un acortamiento en la longitud

de las cadenas de polilactosamina. Por otro lado, mientras que a los 2 dias de infeccion con
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tripomastigotes de la cepa Brazil no hubo cambios en el glicofenotipo de las células, con la

cepa Tulahuén se observaron cambios en préacticamente todo el resto de las lectinas

utilizadas.
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Figura 19. Glicofenotipo de las células HL-1 infectadas con T. cruzi. Cada barra representa el
valor de SFI relativos para cada lectina, siendo estos la relacion entre el SFI de la célula
infectada y el de la célula sin infectar. Los graficos corresponden a la media + SEM de 3
experimentos independientes. La columna denominada “control” es el cociente entre los
controles, infectado, y sin infectar, de las células marcadas con estreptavidina-FITC, en
ausencia de lectina especifica. La significancia estadistica se determind con un test de
ANOVA de una via, seguido del test de Dunnet. *P<0,05; **P<0,01.

Cuando se analizaron los porcentajes de células con fluorescencia positiva, se observé un
aumento significativo de la union de la lectina SNA en los cultivos infectados con la cepa

Tulahuén de T. cruzi, no asi en la infeccion con la cepa Brazil (Figura 18 y 20).
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igura 20. Glicofenotipo de las células HL-1 infectadas con T. cruzi. Cada barra representa el
valor de porcentajes relativos de células para cada lectina, siendo estos la relacion entre el
porcentaje relativo de las células infectadas y el de las células sin infectar. Los graficos
corresponden a la media £ SEM de 3 experimentos independientes. La columna denominada
“control” es el cociente entre los controles, infectado, y sin infectar, de las células marcadas
con estreptavidina-FITC, en ausencia de lectina especifica. La significancia estadistica se
determiné con un test de ANOVA de una via, seguido del test de Dunnet. *P<0,05;
**P<0,01.

Con el propdsito de confirmar los cambios de glicofenotipo por citometria de flujo, se decidid
seleccionar el tiempo de 5 dias post-infeccidon, y analizar la union de las lectinas LEL y PHA-
L a las células, por inmunofluorescencia. Los resultados obtenidos fueron similares a los
obtenidos por citometria de flujo, ya que se observo una disminucidn de la fluorescencia en la
marcacion con la lectina PHA-L en la infeccion con ambas cepas de tripomastigotes, y una
disminucion de la fluorescencia con la lectina LEL, sélo para la infeccion con la cepa
Tulahuén (Figura 21). A pesar que se intentd realizar la marcacion con la lectina SNA, no se
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logré una marcacion clara de las células, por lo cual los resultados obtenidos no fueron

incluidos en el trabajo de Tesis.

Sin infectar T. cruzi Tulahuén

LEL

PHA-L

Sin infectar T. cruzi Brazil

LEL

PHA-L

Figura 21. Microscopia de fluorescencia de las células HL-1 a los 5 dias post-infeccion con
las cepas Tulahuén y Brazil y de sus controles sin infectar, marcadas con las lectinas LEL y
PHA-L.
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Estos cambios en el perfil de glicanos de las células infectadas con tripomastigotes de la cepa
Tulahuén, demostraron ser compatibles con un glicofenotipo menos “permisivo” a la union
de Gal-1. En otras palabras, la infeccion con T. cruzi, cepa Tulahuén, inducirian a las células
a que modificaran sus glicoconjugados de superficie, para unir menos Gal-1. Con el propdésito
de demostrar esta hipotesis, se realizé una curva de union de Gal-1 a las células HL-1

infectadas y sin infectar, en presencia y ausencia de lactosa.
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Figura 22. Curvas de union de Gal-1 a células HL-1 infectadas y sin infectar. Estos resultados
son representativos de 2 experimentos independientes. Los valores representados en los
graficos corresponden a la media £ SEM de 2 replicados por tratamiento. La significancia

estadistica se analiz6 punto a punto utilizando el test t de Student. *P<0,05; **P<0,01.

Para todas las concentraciones evaluadas se observd una disminucion significativa de la
unién de Gal-1 en las células infectadas con la cepa Tulahuén; esta unién fue desplazada
cuando las células fueron incubadas con lactosa 100 mM. No hubo diferencias entre las
curvas de infectadas y sin infectar, al ser incubadas con lactosa (Figura 22). Estos resultados
en su conjunto, sugieren que los parasitos de la cepa Tulahuén inducirian cambios en la
exposicion de determinados azucares en la membrana de la célula cardiaca, disminuyendo la

unién de Gal-1 y su efecto sobre la infeccion/invasion celular.

Con el proposito de investigar si las diferencias observadas en el cambio de glicofenotipo de

las células HL-1 inducido por la infeccion con los tripomastigotes de la cepa Tulahuén o
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Brazil podian deberse a perfiles de glicanos especificos de linaje, se realizd una incubacién
de los parésitos con las lectinas biotiniladas antes mencionadas, y luego de una incubacién
con estreptavidina-FITC, se analizaron los resultados por citometria de flujo.
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Figura 23. Glicofenotipo de tripomastigotes de ambas cepas. En la Figura se muestra la media
+SEM de tres experimentos independientes. La significancia estadistica se determind con un
test de Anova de una via, seguido del test de Bonferroni para comparar los valores obtenidos
para cada cepa, Yy el test de Dunnet para comparar cada lectina respecto de la union de
estreptavidina-FITC sola. *P<0,05

Tal como se observa en la Figura 23, se detectd una unién significativa de la lectina PNA a
los tripomastigotes de ambas cepas comparado con el control (union de estreptavidina-FITC
sola), indicando un alto porcentaje de paréasitos de ambas cepas que expresan el glicano
galactosil B(1-3)-N-acetil-galactosamina en su superficie. Con respecto a las lectinas HPA,
LEL, PHA-L y MAL-II, la unién a los triposmastigotes de ambas cepas no resulto
significativa (Figura 23).Un dato llamativo fue la union de la lectina SNA, que interacciona
con acido sialico en union a2-6, a los parasitos de ambas cepas, siendo mayor la expresion de
este sacarido en los tripomastigotes de la cepa Tulahuén. Sin embargo, este resultado deberia
confirmarse por otras técnicas, debido a que hasta el momento, no se conoce ninguna enzima
de T. cruzi que pueda sintetizar o transferir acido sialico en union 02-6. Asimismo, la union
de SNA fue la unica diferencia significativa encontrada entre el glicofenotipo de Tulahuén y
de Brazil
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Efecto de Gal-1 sobre la infeccion experimental in vivo en modelos murinos

Puesto que rGal-1 disminuyo la infeccion de las células cardiacas en experimentos in vitro, se
decidid investigar el efecto de Gal-1 en la infeccion experimental por T. cruzi, utilizando un
modelo murino. Para estos experimentos se utilizaron ratones machos y hembras de dos
genotipos diferentes, C57BI/6 de tipo salvaje (WT) y ratones con el mismo entorno genético
y que presentaban anulacion (knockout) del gen de Gal-1 (Lgalsl”). Los ratones se
inocularon, por via intraperitoneal, con 2.500 tripomastigotes sanguineos de las cepas

Tulahuén y Brazil. Se utilizo el esquema de trabajo que se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Protocolo de trabajo con ratones. Las flechas indican los dias de recoleccion de
sangre, de extraccion del tejido muscular esquelético y cardiaco de los animales, y los dias en
que comenzaron a efectuarse los electrocardiogramas (sélo para los animales infectados con

la cepa Brazil).

Para el caso de la infeccidon con la cepa Tulahuén de T. cruzi, tanto en machos como en
hembras se observaron mayores parasitemias en los ratones Lgals1™ respecto de los ratones
WT. El pico de parasitemia se produjo el dia 19 para el caso de los machos, y el dia 22 para
el caso de las hembras. Ademas, los machos, tanto los WT como los transgénicos resultaron
ser mas susceptibles que las hembras a la infeccion por T. cruzi, ya que presentaron valores

mas altos de tripomastigotes en sangre en multiples puntos temporales (Figura 25 y Tablal).
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Con respecto a la infeccion con la cepa Brazil, las parasitemias fueron mucho menores
comparado con la infeccion con la cepa Tulahuén, y sélo en el caso de los machos se observo
una mayor parasitemia de los animales Lgals1” respecto de los WT al dia 28 post-infeccién
(Figura 25 y Tabla 1). En este mismo dia, se observo una cantidad de parasitos en sangre
significativamente mayor en los machos respecto de las hembras para ambos genotipos
(Figura 25).
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Figura 25. Parasitemia de ratones hembras y machos infectados con tripomastigotes de las
cepas Tulahuén y Brazil. La parasitemia se determind por la técnica de gota gruesa a partir de
5 pl de sangre extraida de la cola. Las curvas se compararon punto a punto utilizando el test
no paramétrico de Mann-Whitney. *P<0,05 **P<0,01 Lgalsl” vs WT; *P<0,05 **P<0,01
hembras vs machos.

Los niveles de méxima parasitemia fueron significativamente mayores en los ratones

inoculados con tripomastigotes de la cepa Tulahuén que de la cepa Brazil. Las comparaciones
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se hicieron entre grupos del mismo del mismo genotipo y del mismo género, solo variando la

cepa de parasito utilizada (Figura 26 y Tabla 1).
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Figura 26. Niveles de parasitemia maxima en los ratones infectados con las cepas Tulahuén y
Brazil de T. cruzi. La significancia estadistica se analizd punto a punto utilizando el test no
paramétrico de Mann Whithney. *P<0,05 **P<0,01.

Con el fin de evaluar la sobrevida de los animales luego de la infeccion, se realiz6 un control
diario de los decesos vy, luego se graficaron los hallazgos como curvas de Kaplan-Meier. Al
analizar los porcentajes de supervivencia de los ratones infectados con la cepa Tulahuén
(Figura 27A) se observaron resultados que demuestran una mayor susceptibilidad hacia la
muerte de los ratones Lgals1” comparado con sus controles C57BI/6 de tipo salvaje, tanto en
machos como en hembras. Las curvas fueron estadisticamente significativas, y se observo un
90,9% de mortalidad en el grupo transgénico, respecto de un 37,5% en el grupo WT, y una
diferencia significativa en el tiempo de sobrevida (Figura 27 y Tabla 1). Ademas, se observo
que los ratones Lgalsl”™ machos comenzaban a morir més tempranamente que Su grupo
control, aunque las curvas no diferian entre si, observandose sélo una tendencia no

significativa.
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Figura 27. Curvas de Kaplan-Meier de ratones infectados con Tulahuén(A), hembras (n=17)

y machos(n=20), y con la cepa Brazil (B), hembras (n=17) y machos(n=17). Se utilizaron 35

animales sin infectar como grupo control de la infeccién con ambas cepas (10 para la

infeccion con la cepa Tulahuén, y 25 para la infeccién con la cepa Brazil). Ninguno de los

animales sin infectar muri6 durante los ensayos (no graficado). El analisis estadistico de las

curvas se analiz6 utilizando el test de Log-rank. *** P<0,001.

Tabla 1. Infeccion de ratones C57BI/6 de tipo salvaje y deficientes en el gen de Gal-1 por T.

cruzi.
Cepq de T. Parasitgmia— M_edianay Tiempo de Mortalidad
cruzi Ratones rango(tripomastigotes/ml . ; 0
x10) sobrevida (dias) (%)
Tulahuén Hembras Lgals1™ 540 (98-610) 22,20+2,35 90,9
Hembras WT 30 (20-280) 27 37,5
Machos Lgals1™ 690 (340-1052) 20,61+2,96 86,7
Machos WT 290 (140-420) 22,514,04 80
Brazil Hembras Lgals1™ 3 (3-10) ND 0
Hembras WT 4 (2-5) ND 0
Machos Lgals1™ 16 (12-66) 421424 22,2
Machos WT 5 (4-13) 59 12,5
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Por el contrario, los ratones Lgals1” y WT infectados con la cepa Brazil sobrevivieron en su
totalidad durante los primeros 30 dias post-infeccién. Sélo en el caso de los ratones Lgals1™
machos, se comenzaron a observar algunos eventos de muerte luego de los 40 dias post-

infeccion (Figura 27B).

El conjunto de los datos mostro la existencia de una diferencia de susceptibilidad de infeccién
en los ratones C57BI/6 macho y hembra, segun la cepa de T. cruzi utilizada. Por otro lado, los
ratones deficientes en el gen de Gal-1 infectados con la cepa Tulahuén presentaron mayores
parasitemias e indice de muerte que los animales WT, evidenciando diferencias segun el

género del animal.

Dado el alto porcentaje de supervivencia en los animales infectados con la cepa Brazil, se
decidié realizar electrocardiogramas a los 35 y 95 dias post-infeccion, en busca de

alteraciones cardiacas diferenciales entre ambos grupos

ECG normal Bloqueo sinoauricular

w |

'u_,i“«u\‘w&\,\j‘.WL\,,“\,\,LV\_ka eSS TN Ngr /“JT'\,N‘["/—”l W/Jr“/_‘—”‘ r/—4r,/4 /Jrf

FEREsE } ! RES SSSet 3] Taplee | FN e Ry | | | |
e, i /‘__#\/__\, /_’&‘/MLL/_M,»“V,,)\/,,.L f“'\/"’k W\v —JI,-‘ Ns‘J‘NA/-‘N W \V’\/\'\N;J' ’Av-.erv—qu

Onda T negativa Depresién del segmento ST

Figura 28. Registros electrocardiograficos representativos de las alteraciones observadas en

los ratones infectados con tripomastigotes de la cepa Brazil.
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A modo de ejemplo, en la Figura 28 se muestran los registros electrocardiograficos de
animales sin alteraciones cardiacas y con anomalias, tales como bloqueo sinoauricular, onda

T negativa y depresion del segmento ST.

Tanto a los 35 como a los 95 dias post-infeccion, la mayoria de los ratones infectados,
independientemente del género o genotipo, presentaron alguna de las alteraciones
electrocardiograficas mencionadas en el parrafo anterior (Figura 28). Este hecho demuestra
que a pesar de que no hubo mortalidad de ratones inoculados con la cepa Brazil durante los
primeros 35 dias post-infeccion, los animales desarrollaron algun tipo de patologia cardiaca

debida a la infeccion.

Las proporciones de cada alteracion se representan en las Tablas 4 y 5. En cuanto a la
cuantificaciéon de los distintos parametros como frecuencia cardiaca, duracion de onda P,
Amplitud de onda R, duracion del complejo QRS, y duracién del intervalo PR, sélo se
observé un aumento de la duracién de onda P en los animales de tipo salvaje, infectados
respecto de los no infectados al dia 35 post-infeccion, tanto para machos como para hembras,
y que no se observd en los animales Lgals1™. En la infeccion en humanos, el aumento de este
parametro se puede correlacionar, o bien con una falla auricular, o bien, indirectamente con
falla de los ventriculos, lo que haria aumentar la presién de fin de llenado ventricular y esto
se transmitiria como un aumento de la presion intra-auricular (Te-Chuan Chou y col. 1996).
Sin embargo, las alteraciones en la re-polarizacion no fueron concluyentes debido a que en el
contexto del resto de los parametros, y ante la ausencia de grandes diferencias en la patologia
cardiaca constituirian una alteracién menor. Al dia 95 post-infeccion, las duraciones de las
ondas P parecen igualarse, lo cual, sumado a la disminucion de alteraciones cualitativas en el
caso de las hembras, puede estar sugiriendo una recuperacion de los animales ante la

infeccion (Figura 29).
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Figura 29. Parametros electrocardiograficos de los ratones infectados con la cepa Brazil
analizados a los 35 y a los 95 dias post-infeccién. Los parametros analizados fueron la
frecuencia cardiaca, la duracion de la onda P, el intervalo PR y la amplitud de la onda R. El
analisis estadistico se realizé utilizando el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido del

test a posteriori de Dunns.
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Tabla 2. Parametros electrocardiograficos de los ratones C57BI/6 de tipo salvaje y deficientes

en el gen de Gal-1 a los 35 dias post-infeccion con T. cruzi de la cepa Brazil

Grupo Infeccion % de animales con alteraciones cardiacas
Depresion del Inversion de  Depresion ST+ Sin
segmento ST onda T onda T negativa alteracion

Machos WT _S|n 0 0 0 100

infectar

Machos Sin

Lgals1” infectar 0 0 0 100

Hembras WT _S|n 0 0 0 100

infectar

Hembras Sin

Lgals1” infectar 0 0 0 100

Machos WT | Brazil 100 0 0 0

Machos .

Lgalsl”' Brazil 40 0 20 40

Hembras WT | Brazil 20 40 0 40

Hembras | g sl 40 40 0 20

Lgalsl

Tabla 3. Parametros electrocardiograficos de los ratones C57BI/6 de tipo salvaje y deficientes

en el gen de Gal-1 a los 95 dias post-infeccion con T. cruzi de la cepa Brazil

Grupo Infeccion % de animales con alteraciones cardiacas
Depresion del Inversion . Bl(?queo Sin
seomento ST de onda sinoauricular de 3 alteracién

g T grado+depresion ST

Machos WT | 20 0 0 80

infectar

Machos Sin

Lgals1” infectar 2 s L &Y

Hembras WT .Sm 0 0 0 100

infectar

Hembras Sin

Lgals1” infectar Y s O &Y

Machos WT | Brazil 40 20 20 20

Machos .

Lgals1™ Brazil 80 0 0 20

Hembras WT | Brazil 40 0 0 60

Hembras .

Lgals1™ Brazil 40 0 0 60

Con el proposito de analizar si la ausencia de Gal-1 modificaba el nimero de nidos de

amastigotes y el grado de inflamacion en el tejido muscular cardiaco y esquelético, se
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extrajeron dichos 6rganos a los 19 dpi en los animales infectados con la tripomastigotes de la
cepa Tulahuén y a los 120 dpi en los ratones infectados con la cepa Brazil. Luego, se realizé
la tincion de los 6rganos con hematoxilina-eosina, y se analizaron en los preparados el indice
de inflamacién, indice de necrosis, y densidad parasitaria (nimero de nidos de parésitos/mm?®
de tejido), realizado por estudio a ciego.

Lgals1”

Pared auricular

Pared ventricular

Musculo esquelético

100.0 pm 100.0 pm¢

Figura 30. Presencia de nidos de amastigotes e inflamacién en 6rganos de ratones infectados
con tripomastigotes de la cepa Tulahuén. Las imagenes corresponden a tinciones con
hematoxilina-eosina de corazon y muasculo esquelético, de ratones infectados con la cepa
Tulahuén. Las muestras fueron tomadas al dia 19 post infeccién. Se muestra una imagen
representativa de ratones deficientes para Gal-1, y de ratones C57BI/6. Las flechas indican
los nidos de amastigotes.
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Figura 31. Densidad parasitaria e indice de inflamacion y necrosis en corazon y musculo
esquelético, durante la infeccién experimental de ratones con la cepa Tulahuén. Los nidos
fueron contados en un microscopio Optico y relativizados al area del corte visualizada. Las
areas de cada seccion se determinaron utilizando el programa Image J. Las barras
corresponden a la media + SEM de 4-7 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizd

utilizando test no paramétrico de Mann-Withney. *P<0,05.
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Los resultados mostraron que los ratones C57BI/6 Lgals1™ infectados con tripomastigotes de
la cepa Tulahuén presentaron mayores parasitismos en el corazdn, que sus controles de
fenotipo de tipo salvaje, tanto en hembras como en machos (Figura 30 y 31). Ademas, los
ratones Lgalsl” hembras presentaron un menor indice de inflamacion en el tejido cardiaco,
mientras que los animales Lgals1” machos lo presentaron en el tejido muscular esquelético
(Figura 30 y 31). No se observo necrosis en el tejido cardiaco de ninguno de los animales
Lgalsl"' y WT macho y hembras, y aunque si se detectd necrosis en tejido muscular

esquelético, no se hallaron diferencias entre los diferentes grupos estudiados (Figura 31).

Corazon

Musculo
Esquelético

Figura 32. Inflamacion de o6rganos de ratones infectados con tripomastigotes de la cepa
Brazil. Tincion con hematoxilina-eosina de muestras de corazon y masculo esquelético de
ratones infectados con la cepa Brazil. Las muestras fueron tomadas al dia 120 post-infeccion.

Se muestra una foto representativa de ratones deficientes para Gal-1, y de ratones C57BI/6.

El andlisis histolégico de las muestras de tejido cardiaco y musculo esquelético de animales
infectados con la cepa Brazil reveld la ausencia de nidos de amastigotes intracelulares en
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todos los ratones estudiados, independientemente de su genotipo y género. Asimismo, el

namero de infiltrados inflamatorios fue escaso, no hallandose diferencias entre los grupos de

animales.
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Figura 33. indice de inflamacion de corazon (izquierda) y musculo esquelético (derecha) de
ratones infectados con la cepa Brazil. Las barras corresponden a la media + SEM de 3-5
animales por grupo. El analisis estadistico se realizé utilizando test no paramétrico de Mann-
Withney.

En su conjunto, los resultados no arrojan diferencias significativas entre animales Lgalsl” y

C57BI/6 WT a 120 dias post-infeccidn con tripomastigotes de la cepa Brazil.
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Discusion

En numerosas infecciones parasitarias, existe un equilibrio entre el parésito y el hospedador,
en el cual ninguno de los dos logra prevalecer, estableciéndose una infeccidn cronica. En esta
etapa, el sistema inmune tiene un rol esencial, y el hospedador debe generar una respuesta lo
suficientemente efectiva para evitar una proliferacion letal del parasito, pero sin ser tan
exacerbada que le provoque un dafio a si mismo (Rabinovich y col. 2005). Gal-1 es una
importante molécula regulatoria del sistema inmune, que se encuentra aumentada en biopsias
cardiacas de pacientes con Enfermedad de Chagas-Mazza (Giordanengo y col. 2001). En este
trabajo de Tesis Doctoral se demostrd que la concentracion de esta lectina se encuentra
aumentada en sueros de pacientes infectados en la etapa cronica de la enfermedad respecto de
individuos sanos, y que ejerce un efecto protector en la infeccién experimental por T. cruzi.
Gal-1 logro disminuir significativamente el nimero de paréasitos de las cepas Tulahuén y
Brazil en las células cardiacas murinas HL-1, tanto en infecciones cortas en las que los
tripomastigotes invadian las células y efectuaban unas pocas rondas de replicacion, como en
infecciones de 4 dias, en los que los parasitos contaban con el tiempo suficiente como para
efectuar ciclos de re-infeccidn. Este efecto protector se observo, tanto con el agregado de
Gal-1 recombinante exdgena a los cultivos, como con la sobre-expresion de Gal-1 endogena
por parte de la célula. En estos ensayos, se efectuaron los controles correspondientes con
lactosa 100 mM, que permitieron corroborar que la fraccion secretada de esta lectina era la
que ejercia el efecto funcional, a través de su unién a glicanos de la superficie celular.

El otro efecto ejercido por Gal-1 sobre los cardiocitos fue la disminucion del niamero de
células en apoptosis temprana inducida por T. cruzi. Es decir, que Gal-1 no s6lo impediria la
infeccion parasitaria de las células cardiacas, sino que ademas, de mantenerse este efecto in
vivo, protegeria a los tejidos del hospedador de una pérdida de funcionalidad de sus 6rganos.
El mecanismo a través del cual Gal-1 ejerce estos efectos protectores es independiente de la
unién de esta lectina al parésito, como lo demuestra la ausencia de union de Gal-1
recombinante, a la superficie de tripomastigotes de las cepas Tulahuén y Brazil bajo nuestras
condiciones experimentales.

Estos hallazgos podrian deberse a la capacidad de Gal-1 de formar mallas o lattices en la
superficie celular por unidén a diversos receptores. Esta red ordenada permitiria el
agrupamiento de algunas proteinas de superficie especificas en la célula cardiaca que

presenten una estructura de glicanos adecuada capaz de favorecer la union de Gal-1. Como se
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menciono anteriormente, no observamos union de Gal-1 a tripomastigotes; sin embargo esta
lectina podria facilitar la formacion de complejos de superficie que impidan la invasion de T.
cruzi a las células. Por otro lado, Gal-1 podria generar algin tipo de conformacion
desfavorable a la union de Gal-3, que esta descripta como una molécula facilitadora de la
entrada del parasito a la célula (De Souza y col. 2010). A diferencia de lo que ocurre con Gal-
1, existen varios trabajos en los que se demuestra la union de Gal-3 a glicanos de superficie
de T. cruzi. De esta forma, Gal-3, actuaria como puente entre proteinas de la superficie del
parasito y proteinas de la matriz extracelular (ej. laminina) de las células del hospedador,
facilitando la union y posterior invasion de T. cruzi a algunos tipos celulares como células
musculares lisas de la arteria coronaria (Moody y col. 2000; Kleshchenko y col. 2004; De
Souza y col. 2010). Ademas, en el caso de esta galectina de tipo quimera, su aumento se halla
asociado a dafio cardiaco, y es un marcador de fibrosis en humanos (Lok y col. 2009; De
Boer y col. 2010; De Boer y col. 2011).

Por este motivo, se evalud si existia algln tipo de regulacion en la expresion de Gal-1 y de
Gal-3 por parte de la célula cardiaca. Los resultados mostraron que, sélo en el caso de la
infeccion de las células HL-1 con la cepa Brazil se observo un aumento de Gal-3, mientras
que no hubo variacién en la expresion de Gal-3 cuando las células se infectaron con
tripomastigotes de la cepa Tulahuén. Sin embargo, al ser también un marcador de dafio
cardiaco queda por dilucidar si este incremento de la expresion no es secundario al dafio
celular producido por el parésito. En relacion a Gal-1, no se observdé un aumento de la
produccién de dicha galectina por parte de los cardiomiocitos de cultivo, infectados con
tripomastigotes de ninguna de las dos UDT (I y V1), utilizadas en los ensayos de este trabajo
de Tesis, lo cual llevaria a pensar que no habria una regulacion positiva de esta lectina
durante la infecciébn con T. cruzi. Sin embargo, pudo observarse un aumento de la
concentracion de Gal-1 en sobrenadantes de cultivo de las células cardiacas a los 5 dias post-
infeccion. Este aumento podria deberse a una mayor secrecién de la proteina exportada por
mecanismos no clasicos, o bien a una liberacion secundaria a la ruptura de las células por la
infeccion con T. cruzi (van Kooyk y Rabinovich, 2008; Sato y col. 2009; Vasta 2012). Sin
embargo, dado que también se observo un aumento de la actividad de la enzima intracelular
lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de cultivo, los resultados sugieren que el
origen de esta lectina en el espacio extracelular se deberia principalmente a la lisis de la
célula cardiaca. En este sentido, existen trabajos que postulan a Gal-1 como un patron
molecular asociado a dafio (DAMP) o como una proteina que reconoce patrones moleculares

asociados a patdgenos (PAMP) y efector de la inmunidad innata, como en el caso de diversas
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infecciones por virus. Tal es el caso de las infecciones por el virus Nipah y Hendra, donde
esta lectina inhibe la infeccion por reconocimiento y union a glicanos especificos de la
superficie de los viriones (Vasta, 2009). En el caso de la enfermedad de Chagas-Mazza, Gal-
1 no parece comportarse como una proteina que reconozca PAMP, dada la ausencia de union
de la lectina a tripomastigotes de T. cruzi. Sin embargo, la liberacion de Gal-1, secundaria a
la ruptura celular, y la disminucion del nimero de células infectadas por T. cruzi debidas al
efecto de esta lectina, aportan elementos para encuadrarla dentro de un DAMP (Sato vy col.
2009).

Por otro lado, la exposicién a T. cruzi logré modificar el patron de glicanos de superficie de
la celula HL-1, aunque estas exhibieron una respuesta diferencial en cuanto a los cambios
generados. Mientras que la infeccidn de las células con tripomastigotes de la cepa Tulahuén,
indujo la aparicion de un glicofenotipo menos permisivo a la unién de Gal-1, el cambio en el
patron de glicoconjugados fue mucho més leve al infectar las células cardiacas con la cepa
Brazil. En el primer caso y para los 5 dias post-infeccion, se observé una disminucion de la
longitud de las cadenas de lactosamina, como pudo observarse por la disminucion de la union
de la lectina LEL. Por otro lado, se observé un aumento de acido sialico en posicion a2-6 de
las cadenas terminales de N-glicanos, revelado a través del aumento de la union de SNA y
una disminucion de N-glicanos de tipo complejo, que se desprende de la menor unién de la
lectina PHA-L. Puesto que estos cambios se correlacionan con una posible disminucién de la
union de Gal-1 a la membrana celular, se realizO una curva de union en distintas
concentraciones que permitié comprobar un glicofenotipo menos permisivo a la interaccion
de Gal-1 en células infectadas con la cepa Tulahuén de T. cruzi.

En cuanto al glicofenotipo obtenido a los 2 dias post-infeccion, no hubo diferencias en la
infeccion de las células con tripomastigotes de la cepa Brazil respecto de sus controles sin
infectar. Al infectar con parésitos de la cepa Tulahuén, se detectaron las mismas diferencias
en el patron de glicanos que se observaron a los 5 dias post-infeccion, sumado a la
disminucion de la unién de estructuras de tipo core 1 (no sialiladas) en cadenas de O-
glicanos, revelado como una disminucién en la union de PNA, una disminucion de la union
de N-acetilgalactosaminas terminales libres, manifestado por la menor unién de HPA, y una
disminucion en acido sialico en posicion a2-3, observado como una disminucion en la union
de MAL II. Es interesante destacar que T. cruzi presenta una familia de enzimas llamada
trans-sialidasas, que catalizan la transferencia de &cido sidlico en union o2-3 de

glicoconjugados de la superficie celular hacia residuos de galactosa libre de mucinas de T.
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cruzi, y esas enzimas probablemente estéen implicadas en la disminucién de la unién de MAL
Il a la célula HL-1 (Schenkman y col, 1991; Buscaglia y col, 2006). Asimismo, la trans-
sialidacion es un equilibrio y puede ocurrir en ambas direcciones, hacia mucinas del parasito
y hacia glicanos de la célula. Existen evidencias de que T. cruzi seria capaz de regular el
grado de sialilacion de las celulas hospedadoras para modificar el grado de adherencia y
penetracion (Giorgi y col. 2011; Freire de Lima y col. 2012). Ademas, T. cruzi, al transferir
acido sialico hacia linfocitos T CD8" activados, impide la union de dichas células a proteinas
del complejo mayor de histocompatibilidad, disminuyendo de esta manera la respuesta
inmune especifica dirigida contra los propios antigenos parasitarios. Estas evidencias
remarcan el impacto de la remodelaciéon del perfil de glicanos celulares en beneficio del
parésito (Freire de Limay col. 2010).

El efecto protector de Gal-1 observado en los ensayos in vitro también se observé en la
infeccion experimental por T. cruzi, utilizando ratones transgénicos deficientes en el gen de
Gal-1 y en ratones WT. Es importante mencionar que para estos ensayos se utilizaron
tripomastigotes sanguineos de las cepas Tulahuén y Brazil, los cuales presentaron diferente
infectividad en la cepa de raton utilizada, C57BI/6. Los parasitos de la cepa Tulahuén,
demostraron ser mas infectivos que su contraparte de UDT | en la infeccion experimental de
ratones, tanto WT, como deficientes en el gen de Gal-1 (Lgalsl”). Esto difiere de las
observaciones in vitro, en los que ambas cepas resultaron ser igualmente infectivas, y en las
que Gal-1 ejercia un efecto protector de similar magnitud. Esta diferencia observada entre el
modelo in vivo e in vitro, remarca la importancia del papel que cumple el sistema inmune en
las infecciones parasitarias. La infeccién de los animales, independientemente del genotipo,
con la cepa Tulahuén indujo una mortalidad cercana al 100% durante el primer mes; mientras
que la cepa Brazil presentd una infeccion con menores manifestaciones durante la fase aguda;
fendmeno que permiti6 analizar los posibles eventos que ocurririan en etapas mas cercanas a
una infeccion crénica. En cuanto a las diferencias de susceptibilidad, entre los distintos sexos,
pudo observarse una infeccion mas severa en los machos que en las hembras,
independientemente de la cepa utilizada, en concordancia con lo observado por otros autores
(E. De Souzay col. 2001; Schuster y col. 2001; Micucci y col. 2010).

En este trabajo de Tesis se demostrd que la ausencia de Gal-1 incrementd los niveles de
parasitemia de los animales infectados, tanto con parasitos de la cepa Tulahuén, como de la
cepa Brazil. Para el caso de las hembras infectadas con esta uUltima cepa, nunca se

desarrollaron parasitemias lo suficientemente altas como para observarse diferencias.
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En cuanto a las curvas de Kaplan Meier, hubo un bajo porcentaje de decesos de los animales
durante los casi tres meses de infeccion de la cepa Brazil, para ambos sexos. Por el contrario,
se observo alta mortalidad para la infeccion con paréasitos de la cepa Tulahuén, siendo més
relevante en los ratones hembra Lgalsl”, respecto de su contraparte de tipo salvaje; no se
encontraron diferencias significativas, al comparar entre los animales machos de los distintos

genotipos.

La anatomia patoldgica del musculo cardiaco durante la infecciéon fue concordante con los
resultados obtenidos a partir de los valores de parasitemias, y las curvas de muerte. Tanto los
ratones Lgalsl’ ‘machos como hembras infectados con tripomastigotes de la cepa Tulahuén,
presentaron mayores parasitismos que sus contrapartes no transgénicas. En mdsculo
esquelético no se observaron diferencias entre los distintos genotipos. Este hecho podria
explicarse, considerando que distintas cepas de T. cruzi pueden tener tropismo preferencial
por un determinado Organo, y no necesariamente por otros (Andrade y col. 1999;
Camandaroba y col. 2006; Pérez y col. 2014; Esper y col. 2015).

Basados en estudios previos, esperariamos que el aumento del parasitismo en tejidos de los
ratones Lgalsl” estuviera acompafiado de una fuerte respuesta inflamatoria (Tarleton y col.
1999). Sobre todo, considerando que existen trabajos que destacan el rol anti-inflamatorio de
Gal-1, y remarcan que su ausencia es un factor que bajo ciertas condiciones, induce al
desarrollo de enfermedades autoinmunes (Rabinovich y col. 1999; Camby y col. 2006;
Starosom y col. 2012). Contrariamente, se observé un mayor indice de inflamacion en los
animales WT que en los animales Lgalsl”, en corazén de ratones hembras, y en musculo
esquelético de los machos. Existe bibliografia que describe efectos similares en ratones con
inmunodeficiencias genéticas o adquiridas, remarcando que el menor indice de inflamacién
observado en tejidos podria deberse a algun tipo de regulacion diferencial de la respuesta
inmune entre ratones Lgals1™ y WT (Tarleton y col. 1992, 1994, 1996). Bajo las condiciones
experimentales de este trabajo de Tesis, la ausencia de Gal-1, pareceria hacer al sistema
inmune menos eficaz para generar una respuesta inflamatoria capaz de controlar a la
infeccion.

Los cortes histologicos de los organos de animales infectados con la cepa Brazil, no
mostraron la presencia de nidos parasitarios, y las reacciones inflamatorias no diferian con las

de los animales sin infectar. La ausencia de nidos parasitarios es un fendmeno descripto en la
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bibliografia para infecciones experimentales murinas cronicas e indeterminadas (Laguens y
col. 1981; Bustamante y col. 2005).

Los registros electrocardiograficos de los animales infectados con tripomastigotes de la cepa
Brazil, a los dos tiempos analizados fueron patoldgicos, ya que se detectaron depresiones en
el segmento ST e inversion de onda T, aunque practicamente no se observaron diferencias
entre los distintos grupos. La escasa inflamacion y ausencia de nidos parasitarios en el
momento de recoleccién de los 6rganos, cronoldgicamente cercano al dia 95 post-infeccion,
se corresponderian con una disminucion de los signos de alteracion cardioldgicas en etapas
tardias de la infeccion experimental.

El conjunto de los resultados parecerian enfatizar que el efecto protector de Gal-1 ocurre en
las etapas tempranas de la infeccidn, y que estaria relacionado con la infectividad de la cepa
parasitaria y la susceptibilidad intrinseca del animal a la infeccion experimental por T. cruzi.
Siguiendo este razonamiento, Gal-1 no mostrd efecto protector en las hembras (menos
susceptibles a la infeccion) infectadas con tripomastigotes de la cepa Brazil (menos
virulenta); probablemente mecanismos independientes de Gal-1 fueron suficientes para
controlar la infeccion. Cuando se infect6 a los machos (mas susceptibles) con la misma cepa
se observé un efecto protector que se manifestd solamente en el dia del pico de parasitemia.
En la infeccién con la cepa Tulahuén (més virulenta), se observé un notorio efecto de
proteccion por parte de Gal-1 en los ratones hembras, detectdndose diferencias significativas
entre los genotipos de tipo salvaje y Lgals1”". Sin embargo, en los animales machos hubo una
disminucion en las parasitemias pero al ser el género mas susceptibles, el efecto de Gal-1
podria no ser suficiente para modular la infeccion y evitar la mortalidad de casi el 100% de

los animales.

Es interesante destacar las observaciones realizadas por Poncini y col. (2015), en los que la
infeccion con tripomastigotes de la cepa RA por via intradermoplantar demostraron una
menor susceptibilidad hacia el desarrollo de infecciones letales en los ratones Lgalsl”,
respecto de los animales WT. A pesar que estos resultados parecen ser opuestos a los
presentados en este trabajo de Tesis, los mismos refuerzan la hipétesis de que Gal-1 actuaria
modulando la infeccion, y remarcando la importancia de la via de inoculacion en la aparicién
de diferentes alteraciones cardiacas asociadas a la infeccion. En este sentido, la via
intraperitoneal implica una via rapida de infeccidn, en la que los parasitos llegan rapidamente
al corazdn, mientras que en la via intradermoplantar, los parasitos deben atravesar en primer

lugar el masculo esquelético, antes de llegar al tejido cardiaco. En este sentido, una via rapida
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seria letal sin un control temprano de la infeccion en el drgano blanco, mientras que la via
intradermoplantar permitiria una adecuada accion de otros mecanismos mas lentos, aunque
persistentes de la respuesta inmune, algunos de ellos exacerbados por la ausencia de

regulacion de Gal-1.

El anélisis del glicofenotipo expresado en la superficie de los tripomastigotes no permitio
explicar la diferencia de infectividad entre ambos linajes. Los resultados s6lo mostraron una
diferencia significativa en la unién de la lectina SNA a glicoconjugados de parasitos de la
cepa Brazil, es decir la presencia de acido sialico en unién a2-6. A pesar de lo observado, T.
cruzi no tiene la capacidad de sintetizar acido sialico, y la actividad trans-sialidasa inserta
este sacarido en posicion a2-3 de residuos de galactosa libre, de mucinas. Hasta el momento,
no se ha descripto la existencia de una trans-sialidasa 02-6, ni de una via metabdlica que le
permita a T. cruzi sintetizar &cido sidlico. Sin embargo, un trabajo reciente del grupo de
Tanowitz, demostré que T. cruzi puede adquirir fragmentos de membrana de su hospedador a
través del mecanismo de trogocitosis (Mukherjee y col. 2015), lo cual podria explicar la
presencia de este monosacarido en la membrana de los parasitos de ambas cepas. Existen
diversos trabajos en los que se demuestra que la presencia de &cido sialico aumenta la
patogenicidad de diversos organismos, como en el caso de la infeccion del hongo Aspergilus
fumigatus a la mucosa pulmonar; en este caso por aumentar la adhesion a la fibronectina de la
lamina basal del hospedador (Wasylnka y col. 2001; Varki y col. 2012). Otro ejemplo es el de
algunos estreptococos del grupo B, en el que el &cido sialico es un componente de la capsula,
y responsable de inhibir la activacion del complemento, o el de Pseudomonas aeruginosa, en
el que se utiliza la interaccion de sialoglicoconjugados con Siglecs de neutrdfilos para inhibir
el estallido respiratorio (Wessels y col. 1992; Khatua y col. 2012). Es posible que la menor
presencia de &cido siélico en posicion o2-6, en la membrana de los tripomastigotes de la cepa
Brazil respecto de Tulahuén contribuya a la menor infectividad de esta cepa en los
experimentos in vivo, y que esté involucrado algin componente del sistema inmune. De esta
manera también se explicaria que no se hayan observado diferencias en la infeccién de las
células cardiacas por ambos linajes en los experimentos in vitro. Sin embargo, es necesario

continuar esta linea de investigacidn para poder validar la hipotesis planteada.

Otro factor que podria explicar la diferencia de infectividad in vitro e in vivo seria la
capacidad de T. cruzi de modular el glicofenotipo de las células cardiacas para disminuir

unién de Gal-1. La modificacion del glicofenotipo podria tener un efecto diferente para
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distintas lectinas, y asi un patron de glicanos que dificultara la union de Gal-1, podria
igualmente tener un menor efecto en la union de Gal-3, que como se menciono anteriormente,
es una molécula facilitadora de la infeccion. Esto es asi, porque si bien, tanto Gal-3 como
Gal-1 unen glicanos que presentan lactosamina, existen algunas diferencias relacionadas a su
unién. Gal-1 une lactosaminas terminales, y la presencia de &cido sialico en posicién a2-6
interfiere con esta unién, mientras que Gal-3 puede unirse a lactosaminas en posiciones
internas de la cadena, y ademas tiene una especificidad mayor por polilactosaminas y por
sustituciones en el motivo no reductor (galactosa) de este sacarido. Este hecho permite que
existan diferencias en la especificidad de union. Ademas, el hecho que Gal-3 sea
pentamérica, y Gal-1 dimérica, también podria modificar el tipo de malla formada por una
lectina respecto de la otra (Van Kooyk y Rabinovich. 2008; Rabinovich y col. 2009; Vasta,
2012).

Para analizar el rol de Gal-1 en la patogénesis de la CCC, debemos considerar que es una
patologia multifactorial y que el paradigma actual se basa en la persistencia parasitaria y en la
respuesta inmune generada por el hospedador, como factores importantes en la aparicion de
la enfermedad (Gironés y col. 2004; Dutra y col. 2009; Nagajyothi y col. 2012; Viotti y col.
2014; Healy y col. 2015). En este sentido, ya sea que analicemos la aparicion de la
enfermedad desde la hipdtesis del dafio cardiaco generado por componentes del sistema
inmune o por la accion directa del parasito, una baja carga parasitaria, retrasara la aparicion
de sintomatologia cardiaca (Healy y col. 2015). Por lo tanto, Gal-1 podria actuar como una
molécula protectora de la célula contribuyendo a disminuir las parasitemias en la etapa
inicial, y asi retrasando el pasaje de la etapa cronica asintomatica a la etapa de CCC. A su vez
la liberacion de Gal-1 por la ruptura de las células infectadas podria actuar como un factor
capaz de contribuir a un efectivo control de la enfermedad en la etapa aguda. Por otro lado, la
capacidad del parasito de modular el glicofenotipo de las células del hospedador hacia una
conformaciéon menos permisiva a la accién de Gal-1, podria servirle al parasito como una
estrategia para limitar la accion de esta lectina, y también podria contribuir a la aparicion de
sintomatologia. Montpetit y col. (2009), demostraron que la glicosilacion aberrante de
cardiomiocitos alteraba la conductividad eléctrica, induciendo arritmias, disminucién de la
velocidad de conduccién e hiporreflexia, todos sintomas observados en los pacientes que
padecen CCC.
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Por otro lado, la desregulacion de citoquinas, en especial el aumento de la secrecion
citoquinas proinflamatorias como IFN-y estaria involucrada en el desarrollo de la patologia
cardiaca (Cunha-netto y col. 2005). TNF-o. es también una citoquina importante en la
infeccion murina experimental, que contribuye a aumentar la mortalidad en animales
C57BI/6, secundaria a la atrofia timica (Rogero y col. 2004; Pérez y col. 2005). A su vez,
Gal-1 actia como un regulador de la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, y podria
actuar en un segundo momento como regulador de la respuesta inmune. Sin embargo, debido
a que la infeccion por la cepa Brazil fue de escasa magnitud, deberian realizarse

experimentos bajo otras condiciones que nos permitieran corroborar esta hipotesis.

En conclusion, los resultados presentados en esta Tesis demostraron que Gal-1 inhibe la
infeccion de células cardiacas por T. cruzi mientras que el parasito modifica el glicofenotipo
de cardiomiocitos, posiblemente para disminuir la accion protectora de Gal-1. De esta
manera, la modulacién de la interaccion entre Gal-1 y sus ligandos especificos en la célula
cardiaca podria ser relevante en la aparicion de las alteraciones cardiacas asociadas a la
infeccion por T. cruzi.

Finalmente, los datos presentados en este trabajo de Tesis podrian ser de utilidad para evaluar
la posible aplicacion farmacoldgica de la administracion de Gal-1 como coadyuvante de las
actuales drogas antiparasitarias, Benznidazol y Nifurtimox, para utilizar dosis menores de
estas drogas y asi disminuir sus graves efectos adversos. Asimismo, se logré establecer la
importancia de Gal-1 y su efecto protector de la célula cardiaca en las etapas tempranas de la
infeccion experimental de ratones por T. cruzi; hallazgos que permiten profundizar sobre el
conocimiento de aspectos basicos de la infeccion por T. cruzi. Los datos expuestos en esta
Tesis podrian tener ademds implicancias en otras enfermedades causadas por otros
microorganismos cuya infeccion involucren a corto o largo plazo alteraciones en el tejido

cardiaco.
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Anexo: abreviaturas

Abreviaturas

ANF: Factor natriureético atrial

ANOVA: Andlisis de la Varianza

BSA: Seroalbumina bovina

CCC.: cardiomiopatia chagésica cronica

CRD: Dominio de reconocimiento de carbohidratos
DAMP: Patrones moleculares asociados a dafio
Dpi: Dias post-infeccién

ELISA: Ensayo Inmuno-adsorbente ligado a enzimas
Gal-1: Galectina-1

Gal-3: Galectina-3

GEL: Glicoesfingolipidos

GPI: Glicofosfatidil-inositol

HAI: Hemaglutinacion indirecta

IFI: Inmunofluorescencia indirecta

IFNy: Interferon y

Ig: Inmunoglobulina

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

IL: Interleuquina

IPTG: isopropil-B-D-tiogalactosido

LDH: Lactato deshidrogenasa

LPS: Lipopolisacérido

Neu5Ac: Acido N-acetilneuraminico

Neu5Gc: Acido N-glicolilneuraminico

PAMP: Patrones moleculares asociados a patdgenos
PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa
PI-3 quinasa: Fosfoinpsitol-3 quinasa
PIPs:[fosfatidil-inositol (3,4,5) trifosfato]

PKA: Protein-kinasa A

PPR: Receptor de reconocimiento de patrones
Rc: Receptor

SEM: Error estandar de la media

Siglec: Lectinas del tipo de lasinmunoglobulinas que unen &cido sialico

SFB: suero Fetal Bovino

SFI: indice de fluorescencia especifico (SF1),
TGF-p: Factor de crecimiento tranformante 3
TMB: Tetrametilbencidina

TNFa: Factor de necrosis tumoral o

Treg: Celulas T regulatorias

UDT: Unidades discretas de tipificacion
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Anexo: Publicaciones

Los experimentos realizados durante el transcurso de este trabajo de Tesis dieron lugar a la
siguiente publicacion:

Benatar AF, Garcia GA, Bua J, Cerliani JP, Postan M, Tasso LM, Scaglione J, Stupirski JC,
Toscano MA, Rabinovich GA, Gomez KA. Galectin-1 Prevents Infection and Damage
Induced by Trypanosoma cruzi on Cardiac Cells. PLoS Negl Trop Dis. 2015 Oct
9;9(10):e0004148. doi: 10.1371/journal.pntd.0004148. eCollection 2015 Oct. PubMed PMID:
26451839; PubMed Central PMCID: PMC4599936.
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