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Abreviaturas

2-DG: 2 deoxiglucosa

ADO: Adenosina

ADP: Adenosina difosfato

AMP: Adenosina monofosfato

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosina trifosfato

BMDM: Macréfagos derivados de médula dsea
CK: Creatin-kinasa total

CK-MB: Creatin-kinasa isoforma MB

CM: Memoria Central

CMSP: Células mononucleares de sangre periférica
CVB3: Virus de coxsackie B3

DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio
Dpi: Dias post-infeccidon

ECAR: Tasa de acidificacion extracelular

Ecto-5NT: Ecto-5 nucleotidasa

ELISA: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
EM: células de memoria efectora

EMCV: Virus de encefalomiocarditis

EMRA: células de memoria terminalmente diferenciadas
ERN: Especies reactivas de nitréogeno

ERO: Especies reactivas de oxigeno

Glutl: Transportador de glucosa 1

GPIs: Glicosilfosfatidilinositol

HAI: Hemaglutinacién indirecta

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HIF: Factor inducible por hipoxia

IFI: Inmunofluorescencia

IFM: intensidad de fluorescencia media

IL-1B: interleuquina-1 beta



Abreviaturas

IL-6: interleuquina-6

IL6KO: Deficientes en IL-6

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

IR: Receptor de insulina

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

L-NAME: N-Nitroarginina metil ester

MDA: Malondialdehido

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad
NADPH: Nicotinamida adenina dinucléotido fosfato
NEFA: 4cidos grasos no esterificados

NF-kB: Factor nuclear kB

NK: Natural Killer

NLR: Receptores tipo NOD

NT: nitracién de residuos tirosina

OCR: Tasa de consumo de oxigeno

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

NO: Oxido nitrico

OXPHOS: Fosforilacion oxidativa

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdgenos

PCR: Reaccién en Cadena de Polimerasa

PMA: acetato de forbolmiristato

rhull-6: IL-6 humanarecombinante bioactiva
rmlL-6: IL-6 murina recombinante bioactiva
RRP: Receptores de reconocimiento de patrones
SOCS3: Supresor de sefializacion de citoquinas 3
TAV: Tejido adiposo visceral

TBA: Acido tiobarbiturico

TCR: Receptorde célula T

TFH: Células T cooperadoras foliculares
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TLR: Receptores tipo toll

TM: Trypomastigotes metaciclicos

TNF: Factor de necrosis tumoral

Treg: Células T regulatorias

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
VIH: Virus de inmunodeficiencia humana

WT: Animales salvajes C57BL/6



Resumen

Resumen

La produccion de dxido nitrico (NO) es un mecanismo clave para la defensa contra los
patdgenos intracelulares, pero debe ser estrictamente controlada a los fines de evitar el dafo
tisular generado por un excesivo estrés oxidativo. En el presente trabajo de tesis describimos un
nuevo mecanismo a través del cual interleuquina (IL)-6 regula la liberacion de NO inducida en
respuesta a la infeccién con el parasito cardiotrépico Trypanosoma cruzi. Empleando un modelo
murino de infeccién con Trypanosoma cruzi encontramos que, en contraste con los ratones
salvajes de la cepa C57BL/6 (WT), los deficientes en IL-6 (IL6KO) exhiben un gran aumento en los
niveles plasmaticos de NO concomitante con mayor cantidad de IL-1 y monocitos inflamatorios
circulantes. La alta produccién de NO se asocié a un marcado incremento en los niveles cardiacos
de malondialdehido (indicador de dafio oxidativo) y en la tasa de apoptosis de células en
miocardio. El tratamiento con un inhibidor de la produccién de NO disminuye significativamente
la mortalidad de animales infectados deficientes en IL-6. Ademas, el aumento del estrés
oxidativo conllevé a desérdenes cardiovasculares evidenciado a través de un aumento en los

niveles de glucosa y mayor dafio renal en los animales deficientes infectados.

Por otro lado, estudiando las caracteristicas funcionales y fenotipicas de las células
circulantes en sangre periférica de pacientes chagasicos y células de donantes seronegativos
infectadas experimentalmente con T. cruzi, encontramos que diferentes mecanismos
reguladores alteraban las funciones efectoras de la poblacién T citotoxica de pacientes
seropositivos. Los leucocitos periféricos de pacientes chagdsicos mostraron una mayor
produccién de NO concomitante con el aumento de la nitracién de residuos tirosina en células
T CD8+. Ademads, esta poblacion citotdxica exhibiéd una mayor tasa de apoptosis, niveles mas
bajos de expresién de la cadena { de TCR y de CD107a, un marcador de degranulacion.
Sorprendentemente, la estimulacién con IL-6 de células mononucleares de sangre periférica
obtenidas de donantes sanos infectadas in vitro con T.cruzi, redujo la nitracién de células CD3+
CD8+ y aumentd la tasa de sobrevida. Ademas, el tratamiento de estos cultivos con un
anticuerpo neutralizante de IL-6 aumentd el porcentaje de nitracién de células T CD8+ inducida
por T. cruzi y aumenté la liberaciéon de NO. Estos resultados sugieren que la falta de respuesta
de la poblacidon de células T citotdxicas observada en el establecimiento de la activacion
constante a largo plazo del sistema inmune podria ser revertida por las acciones pleiotrépicas

de IL-6, ya que esta citoquina mejora su supervivencia y funciones efectoras.

Nuestros datos evidencian que IL-6 tiene un rol clave en regular la excesiva liberacién de

NO a través de la inhibicién de IL-1B, y resaltan la importancia de conocer los efectos
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pleiotrépicos de IL-6, considerando que esta citoquina es blanco terapéutico para diferentes

patologias de naturaleza inmunoldgica.



Abstract

Abstract

The production of nitric oxide (NO) is a key mechanism of defense against intracellular
pathogens, but it must be tightly controlled in order to avoid tissue damage generated by
excessive oxidative stress. In the present thesis we describe a new mechanism through which
interleukin (IL)-6 regulates the release of NO induced in response to Trypanosoma cruzi
infection. Using a murine model of Chagas disease we found that, in contrast to C57BL 6 wild
type (WT) mice, IL-6 deficient (IL6KO) mice exhibited a dramatic increase in plasma NO levels
concomitant with a significantly higher amount of circulating IL-18 and inflammatory
monocytes. Studies on mouse macrophages and human monocytes, revealed that IL-6
decreased LPS-induced NO production but this effect was abrogated in the presence of anti-IL-
1B and in macrophages deficient in the NLRP3 inflammasome. The high NO production was
associated with a marked increase in cardiac levels of malondialdehyde (marker of oxidative
damage) and the rate of apoptosis of myocardial cells. Treatment with an inhibitor of NO
production significantly decreased the mortality of infected mice. In addition, increased
oxidative stress led to cardiovascular disorders evidenced by an increase in glucose levels and

kidney damage in IL-6-deficient infected mice.

On the other hand, studying the functional and phenotypic characteristics of circulating
cells in peripheral blood of chagasic patients and cells experimentally infected with T. cruzi, we
found that different regulatory mechanisms impaired the effector functions of the cytotoxic T
population from seropositive patients. Peripheral leukocytes from chagasic patients showed a
higher production of NO concomitant with increased nitration of CD8 + T-cell. In addition, this
cytotoxic population exhibited a higher rate of apoptosis, lower levels of the TCRZ-chain and
CD107a expression, a degranulation marker. Surprisingly, IL-6 stimulation of in vitro infected
peripheral blood mononuclear cells obtained from healthy donors blunted T. cruzi-induced
nitration of CD3+CD8+ cells, and increased their survival. In addition, the treatment of these
cultures with an IL-6 neutralizing antibody increased the percentage of T. cruzi-induced CD8+ T-
cell nitration and raised the release of NO. These results suggest that the under-responsiveness
of cytotoxic T cell population observed in the setting of long-term constant activation of the
immune system could be reverted by the pleiotropic actions of IL-6, since this cytokine improves

its survival and effector functions.

Our data demonstrate that IL-6 plays a key role in regulating the excessive release of NO

through inhibition of IL-1B, and emphasize the importance of knowing the pleiotropic effects of



Abstract

IL-6, considering that this cytokine is a therapeutic target for different immunological

pathologies.
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Introduccion

Enfermedad de Chagas

Epidemiologia:

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana representa un importante
problema de salud publica no sélo en América Latina donde es endémica en 21 paises. Como
consecuencia de la migracién entre continentes, dicha enfermedad se ha diseminado hacia
dreas como Europa, América del Norte, Japdn, Australia, entre otras 2. Se estima que la
infeccidn con Trypanosoma cruzi, el parasito causal de la enfermedad de Chagas afecta entre 6
y 7 millones de personas en el mundo, y aproximadamente 7.000 personas mueren anualmente,
convirtiendo a la cardiopatia chagasica en la principal causa de enfermedad cardiovascular

infecciosa a nivel mundial 3%°.

Ya que alrededor del 30% de los pacientes desarrollard complicaciones cardiacas, esta
enfermedad constituye un importante problema para la salud publica, por las consecuencias
sociales y laborales para los afectados y por el alto costo que representa para los servicios de
salud el manejo de los pacientes. Sin embargo, hay medidas de prevencién eficaces que
permitirian controlar este problema: la educacién sanitaria, el control de los vectores, el
diagndstico precoz en la fase aguda, y el control de las embarazadas y bancos de sangre. En
Argentina se calcula que hay alrededor de 2 millones de infectados, que podradn presentar
alteraciones cardiacas de distinto grado a lo largo de su vida. En zonas endémicas, no tratadas
con insecticidas, la mayor incidencia de la enfermedad de Chagas se evidencia antes de los 14

anos, sobre todo en menores de 5 anos.

La provincia de Cérdoba es considerada por el Ministerio de Salud de la Nacién en situacién
de alto riesgo por la transmisidon vectorial, ya que existe una reemergencia de esta via de
contagio por un aumento de la infestacién domiciliaria y una alta seroprevalencia en grupos

vulnerables .
La enfermedad presenta diferentes vias de transmision:

e Vectorial: por medio de la picadura del vector triatomino popularmente conocido como
vinchuca.

e Vertical: Transmisién de madre a hijo.

e Oral: por la ingestion de bebida o comida contaminada con heces de triatomino
infectado.

e Por transfusién de sangre o trasplante de drgano de una persona infectada.

11



Introduccion

La transmisidn vectorial es la principal forma de infeccion en humanos, siendo la especie
Triatoma infestans el insecto vector mas comun de la enfermedad en los paises de América del
Sur. La “vinchuca” reside en ambientes peri-domésticos de casas precarias en dreas rurales, y
debido a la frecuente infeccidon en regiones y comunidades postergadas, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) la ha clasificado como una enfermedad tropical olvidada 2. La
transfusidn sanguinea es la principal causa de transmision en paises no endémicos, y la razén
por lo cual se ha implementado el analisis en los donantes en los bancos de sangre, mientras
que la transmisidn transplacentaria ocurre en el 0,5% de los casos °', A pesar de que el 90% de
las personas adquieren la patologia por picadura del vector, la transmision oral emerge en los
ultimos afios como la principal via de transmisién en el Amazonas donde el control peri-
doméstico e intra-domiciliario del triatomino ha resultado efectivo. Entre 2000 y 2010 mds de
1000 casos agudos fueron reportados en Brasil; de ellos 776 han sido atribuidos a la ingestidn

de bebida o comida infectada 2.

El parasito Trypanosoma cruzi presenta un ciclo de vida complejo, siendo la vinchuca y los
mamiferos huéspedes intermediarios en la cadena de transmision vectorial (Figura 1). Posee
cuatro estadios morfoldgicos: epimastigotes, trypomastigotes metaciclicos (TM), amastigotes y
trypomastigotes. Los trypomastigotes que circulan en la sangre del mamifero (animal o humano)
infectado son ingeridos por el insecto hematéfago vector. Los trypomastigotes se transforman
en epimastigotes que se dividen por fisidon binaria, luego en TM sin capacidad replicativa en el
intestino y posteriormente se depositan en las heces del vector. La transmisién natural a un
nuevo huésped ocurre cuando las heces cargadas de pardsitos toman contacto con las
membranas mucosas orales o nasales, la conjuntiva o heridas de la piel (que pueden ser
causadas por la misma picadura del vector). Una vez en el mamifero, los trypomastigotes
invaden macréfagos y/o células epiteliales circundantes a la zona de lesion del huésped y se
transforman en la forma replicativa intracelular o amastigotes, que luego de numerosos ciclos
de fisidn binaria, lisan la célula liberandose al torrente sanguineo trypomastigotes con capacidad

de invadir otras células de diferentes tejidos blanco.
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Introduccion

Presentacion Clinica

La enfermedad presenta inicialmente una fase aguda (fatal para el 2 al 8% de las
personas infectadas) que dura hasta 2 meses y a pesar de que en el 95% de los casos es
asintomatica, puede manifestar sintomas no especificos como fiebre, mialgias, adenopatias,
esplenomegalia y/o una inflamacion caracteristica en el sitio de ingreso de T. cruzi cuando
la transmisidn es vectorial, que en la conjuntiva del ojo se presenta como el signo de Romania
y en la piel se denomina Chagoma de inoculacién *4, En el caso de la infeccion adquirida
por via oral, los signos y sintomas clinicos son similares a los descriptos previamente con
ciertas peculiaridades: edema de extremidades y facial, dolor abdominal, hemorragia e
incluso shock . Durante la fase aguda la carga de pardsitos en sangre presenta un
incremento y puede ser detectada por examinacidon directa de sangre periférica en
microscopio o por reaccidon en cadena de polimerasa (PCR). En respuesta a la proliferacion
del parasito, el sistema inmune se activa resultando en una dramatica reduccién de la carga
parasitaria con el subsecuente control de la infeccidn. Los individuos después progresan ala
fase crdnica asintomatica (o indeterminada) de la enfermedad que puede durar desde
meses a décadas. Soélo entre el 10 y el 40% de los pacientes progresan al estadio crdnico

sintomatico, presentando patologia cardiaca o en el tracto digestivo.

En el triatomino En el hombre
Picad del triatomino de
© ripomasiigotes metaciclicos en o @ Lo
heces) de la picadura y enel interior se

;4 transforman en amastigotes

Tmoms&ofbﬂs%’\‘

en intestino superior
Los sdgom se
% omastigotes 0 multiplican por fision
M“MP“‘“W“ puen&n infectar binaria en las células
otras células y de los tejidos
transformarse en infectados

amastigotes en

Picadura del nuevos sitios de

%\ infeccion. Pueden

comenzar a
e aparecer signos
Epimastigotes en clinicos
instestino medio

\_/’@A

o Los amastigotes intracelulares
se transforman en

A\ = 1010 de 13 infeccrin tripomastigotes, salen de la
. cé y despues entran en
A+ ougnistico posivie tirtuhcibn sanguinea

Figura 1: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
Adaptado de www.who.int/tdr/diseases/chagas/default.htm
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La presentacion clinica tiene formas regionalizadas. En este sentido existen areas que
incluyen a Argentina donde la enfermedad crdnica se manifiesta con cardiomiopatia
mientras que en otras zonas endémicas la presentacién clinica implica lesiones a nivel
gastrointestinal y del sistema nervioso central. Esta diferencia en las manifestaciones clinicas
seria producto de la diversidad de las poblaciones y cepas del parasito conjuntamente a la

diversidad genética del huésped 3.

Asi, en nuestro pais el pardsito presenta un fuerte tropismo por las células cardiacas
(Figura 2) donde reside por afios evitando la directa destruccién por el sistema inmune y
perpetuando la infeccién ¥4 Aunque las bases de este tropismo son actualmente
desconocidas, esta claro que el establecimiento de la infeccién en miocardio a largo plazo es

fundamental para la patogénesis de la enfermedad de Chagas.

Figura 2: Nidos de amastigotes de T. cruzi en células cardiacas humanas.

Corte histoldgico representativo de tejido cardiaco humano obtenido de un paciente con cardiopatia
chagasica que presentd reactivacion luego del tratamiento inmunosupresor post-transplante. 400X.

Las flechas negras indican los nidos de amastigotes.

La etiologia de las lesiones patolégicas de la enfermedad de Chagas es controvertida

17-19

A pesar de que durante muchos afios se propuso que la enfermedad de Chagas presentaba un

fuerte compromiso autoinmune 2% en la actualidad numerosos reportes apoyan la hipdtesi

s de

14



Introduccion

que el T. cruzi y sus antigenos persisten en los érganos blanco, y serian asi estimulo constante

de la respuesta inflamatoria crénica que resulta en el dafio tisular 223

, abalando la hipétesis de
que los mecanismos que posibilitan la persistencia del parasito y la sobrevida de los
cardiomiocitos durante la enfermedad de Chagas son determinantes en el progreso de la

infeccidn asi como en la severidad de la enfermedad.
Diagndstico, tratamiento y control de la enfermedad de Chagas

El tratamiento etioldgico tiene como objetivos: curar la infeccién, prevenir lesiones
viscerales y disminuir la posibilidad de transmision (transplacentaria, transfusional) del parasito.
La presencia de anticuerpos anti-T. cruzi (serologia reactiva o positiva) antes de los 8 meses de
vida es debida frecuentemente a transferencia de anticuerpos maternos y no a enfermedad
congénita, y su ausencia no implica ausencia de infeccidn. Por lo tanto, el diagndstico final sélo
podra realizarse mediante métodos directos (observacién de parasitos en sangre) antes de los
10 meses o mediante métodos seroldgicos (2 test positivos: Hemaglutinacidn indirecta-HAl-,
enzimoinmunoensayo-ELISA- o inmunofluorescencia indirecta-IFl-) a partir del décimo mes de

vida.
Se recomienda el tratamiento especifico para:
eTodos los pacientes en fase aguda
ePacientes menores de 15 afios

ePacientes inmunodeficientes con reactivacion (VIH, post-transplante, enfermedades

autoinmunes)
eAccidentes de laboratorio o quirurgico

Es importante evaluar el tratamiento de los pacientes crénicos, ya que hay evidencias de

que el tratamiento especifico previene las complicaciones en este grupo de pacientes.

Las drogas utilizadas y provistas por el Programa Nacional de Chagas son Benznidazol y
Nifurtimox. El Benznidazol se indica en dosis de 5-7 mg/Kg/dia via oral, dividido en dos tomas
diarias, después de las comidas, durante 60 dias. El Nifurtimox se indica en dosis de 8-10
mg/Kg/dia en adolescentes y adultos y 10-12 mg/Kg/dia en lactantes y nifios, dividido en tres
tomas después de las comidas, durante 60 dias. Estan contraindicadas en pacientes con

enfermedad neuroldgica, hepatica o renal severa, en el embarazo y en la lactancia.

Sin embargo, la baja adherencia al tratamiento reside principalmente en la duracién y en

los numerosos efectos adversos que presentan las drogas utilizadas. Durante las primeras dos
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Introduccion

semanas de tratamiento pueden aparecer nduseas, dolores abdominales, cefaleas, mareos y
erupciones cutdneas. Entre otros efectos adversos figuran la leucopenia y, en casos raros, la
agranulocitosis. Los pacientes deben ser estrictamente controlados para evaluar tanto el
cumplimiento del tratamiento como la deteccién precoz de la aparicién de efectos adversos a la
medicacidn. Si fuera posible, todos aquellos pacientes a quienes se les inicie tratamiento con
drogas antiparasitarias, se les debe solicitar un hemograma, urea o creatinina, y enzimas
hepaticas, alrededor de los 20 dias de iniciado y una vez finalizado el mismo. En mujeres en edad
fértil investigar la posibilidad de embarazo previo al inicio del tratamiento e indicar la
anticoncepcion durante el mismo. A todos los pacientes antes de iniciar el tratamiento se les

debe dar las pautas de alarma, sobre todo la presencia de lesiones en piel y/o fiebre.
Preguntas sin respuesta a 100 afios del descubrimiento de la enfermedad de Chagas

A pesar de que la patologia fue descripta por primera vez por Carlos Chagas hace mas de
100 afios %, el conocimiento de la enfermedad, su patogénesis y los factores relacionados a su
progresion todavia es limitado. Probablemente, la enfermedad de Chagas es el resultado de una
mezcla de interacciones complejas entre el parasito, la respuesta inmune del huésped y otros

factores genéticos que todavia no han sido descriptos en detalle.

Respuesta inmune anti-Trypanosoma cruzi

El control del T. cruzi depende de la respuesta inmune que se monta durante la fase
temprana de la infeccién y es critica para la sobrevida del huésped. Diferentes células y
moléculas son capaces de combatir la diseminacidén del pardsito; entre ellas las células
mononucleares fagociticas, las células natural killer (NK), anticuerpos y linfocitos B asi como

los linfocitos T citotdxicos y cooperadores.

Cabe destacar que mas alla de su importancia epidemioldgica y clinica, el estudio de la
infeccion humana y experimental con T. cruzi ha aportado a un sustancial avance en el
conocimiento sobre mecanismos gatillados por el sistema inmune del huésped contra el
pardsito. Asi, aprovechando las caracteristicas inherentes al modelo ha sido posible
vislumbrar aspectos particulares de la respuesta intracardiaca; la participacion de células y
receptores de la inmunidad innata; la modulacidn de las diferentes poblaciones de linfocitos
especificos tanto en la fase aguda como en la crénica y en respuesta a la terapia. Las
complejas y fascinantes interacciones que se llevan a cabo para dar batalla a este

microorganismo que ha evolucionado con el objetivo de persistir de por vida en el
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hospedador no han sido completamente descubiertas. La oportunidad de investigar nuevos
mecanismos aun no dilucidados sera util no sélo para el completo conocimiento de la
interaccion parasito-huésped sino para el futuro aprovechamiento terapéutico para éstay

otras patologias.
Generalidades de Monocitos/Macréfagos

Los monocitos y macrofagos son células mononucleares fagociticas que presentan un
rol crucial en la respuesta inmune. Recientemente se derribé un dogma de la inmunologia
gue proponia que los macréfagos residentes de tejido provenian del constante
reclutamiento de monocitos de sangre periférica >%’; es decir los monocitos y macréfagos
eran considerados dos poblaciones celulares altamente relacionadas que provenian de una
diferenciacidon continua. Sin embargo, a pesar de que los monocitos son capaces de dar
origen a los macréfagos en ciertas condiciones particulares, recientes estudios describen
que los macréfagos tisulares pueden derivar de precursores embrionarios que se

mantendrian por auto-renovacién/proliferacion 3.

Monocitos

Los monocitos representan en ratones el 4% y en humanos del 2-8% de los leucocitos
circulantes en sangre periférica, con una reserva en bazo que es movilizada en base a la
demanda celular 3132, En sangre los monocitos presentan una vida media corta de
aproximadamente 20 horas y debido a su capacidad de dar origen tanto a macréfagos como
a células dendriticas, se las define como un sistema celular altamente plastico y dindmico

con capacidad de responder a la injuria.

Estas células expresan diferentes receptores capaces de reconocer tanto
microorganismos, como lipidos y células muertas. Cuando se activan pueden producir
grandes cantidades de moléculas efectoras como especies reactivas de oxigeno (ERO),
prostaglandinas, 6xido nitrico (NO), citoquinas como TNF, IL-1B, IL-6, IL-10, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y enzimas proteoliticas involucradas en la defensa
contra patdgenos asi como en la patogénesis de diferentes enfermedades inflamatorias

como artritis y ateroesclerosis .
Subpoblaciones de monocitos y sus funciones

Inicialmente se identificaron dos subpoblaciones de monocitos humanos, una que
expresa el receptor capaz de reconocer la porcion Fc de IgG tipo Il (CD16+) y otra que no lo

hace (CD16-). Sin embargo, recientemente una nueva nomenclatura define tres poblaciones
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de monocitos, donde la poblacién minoritaria CD16+ se divide en dos poblaciones mas
pequefias. La poblacién mayoritaria en condiciones homeostaticas -monocitos clasicos-
(aproximadamente 85-90%) presenta alta expresion de CD14 (correceptor de
lipopolisacdrido), pero no expresa CD16 (CD14++CD16-). Los monocitos intermedios son
CD14++CD16+ y los no cldsicos son CD14+CD16++ y cada uno representa aproximadamente
el 5% (Figura 3). A pesar de que la poblacion de monocitos humanos ha sido
exhaustivamente estudiada, aln no existe consenso acabado en cuanto a la funcionalidad
de dichas subpoblaciones. Varios trabajos reportan a los monocitos CD16+ (intermedios y
no clasicos) como la principal fuente de TNF. Skrzecynska-Moncznik y colaboradores (2008)
demostraron que la poblacién de monocitos intermedios son los mayores productores de
IL-10 en respuesta a LPS y zimosdan (ligando de TLR2) 3*. Sin embargo, algunos trabajos
recientes reportan que los monocitos clasicos son los que producen mayores niveles de IL-

10 %,

La expansién de la poblacidn de monocitos intermedios y no cldsicos ha sido descripta
en diferentes patologias, principalmente en enfermedades infecciosas: bacterianas y virales,
o inflamatorias: asma, periodontitis, entre otras. Sin embargo, todavia no queda claro cual
es la causa del incremento de esta poblacién, y si llevan a cabo un rol protector o patogénico

en las diferentes enfermedades.

En ratones las poblaciones de monocitos pueden diferenciarse en base a la intensidad
de expresién del marcador Ly6C. Alta expresion de este marcador (Ly6CMe"/Ly6C++)
identifica a los monocitos inflamatorios, que también expresan el receptor de quemoquinas
CCR2 y migran desde médula dsea hacia el sitio de infecciéon o inflamacién 3%, Esta
poblacién da lugar a diferentes linajes celulares como células dendriticas, células de
Langerhans en la piel, microglia en sistema nervioso central 333, En contraste, los monocitos
que presentan una baja expresion de Ly6C (Ly6C°"/Ly6C+) son la principal poblacién de
monocitos circulantes en condiciones homeostaticas, presentan funciones de patrullaje y

expresan el receptor de fratalkina CXsCR1 (Figura 3).
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Figura 3: Desarrollo y caracteristicas de las subpoblaciones de monocitos murinos y humanos.

Los monocitos se desarrollan desde un progenitor mieloide comin (CMP) en médula dsea. El
progenitor de células dendriticas y macréfagos (MDP) da origen a monocitos Ly6C"&"y probablemente
también a monocitos Ly6C°%. Los primeros presentan un perfil inflamatorio ya que secretan
citoquinas inflamatorias, migran a tejido inflamado y dan origen a macréfagos M1 y células
dendriticas. Los monocitos Ly6C'° son menos abundantes en periferia y patrullan los vasos
sanguineos. Durante la inflamacidn entran rapidamente a los tejidos donde dan origen a macrofagos
encargados de la reparacion tisular. En humanos los monocitos son diferenciados en clasicos,
intermedios y no clasicos, que a pesar de presentar nombres similares a los monocitos murinos, sus
funciones son contrapuestas. Adaptado de Zimmermann et al, 2012.

Macréfagos

Los macrdfagos son células inmunes especializadas en la fagocitosis y neutralizacion de
agentes potencialmente dafinos, incluyendo patégenos. Son células no migratorias que
monitorean el microambiente local e inmediato a través de moléculas sensoras como
receptores basureros o scavengers, receptores de reconocimiento de patrones (como TLR,
NLR, entre otros), receptores de citoquinas y moléculas de adhesién. En respuesta a un
estimulo, los macréfagos producen una bateria de moléculas efectoras que depende del
tejido donde residen. Asi, juegan un rol critico en orquestar la respuesta inmune

produciendo citoquinas y quemoquinas que reclutan y activan otras células inmunes.
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Son células altamente plasticas lo que les permite adaptarse a cambios en el
microambiente y responder con diferentes y a veces contrapuestas funciones efectoras. La
activacion de los macréfagos se puede definir como una escala lineal continua donde los

macréfagos M1/clasicos representan un extremo y los M2/alternativos representan otro.

Los macrdfagos cldsicos son aquellos activados por IFN-y, presentan una incrementada
actividad microbicida o anti-tumoral y secretan gran cantidad de citoquinas y mediadores
pro-inflamatorios. La fuente de IFN-y puede estar dada por células de la inmunidad innata
(como células NK) o adaptativa (linfocitos T cooperadores tipo 1-Thl- o linfocitos T
citotéxicos). Los macréfagos M1 llevan a cabo sus funciones microbicidas a través del NO
producido por la accién de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) sobre la arginina.
Sin embargo, los macréfagos M1 deben ser controlados para evitar el dafio tisular excesivo
ya que producen mediadores altamente inflamatorios (como IL-1B, TNF, IL-23, entre otros)
potencialmente peligrosos. Con este objetivo, los macrdéfagos M2 frenan la inflamacién y
promueven la reparacidon/remodelacidon tisular y la angiogénesis ***' a través de la
produccién de citoquinas anti-inflamatorias y diferentes moléculas efectoras como VEGF,
TGF-B, entre otros. La activacion alternativa representa un mecanismo de evasion de la
respuesta inmune llevado a cabo por diferentes microorganismos intracelulares, ya que se
producen metabolitos como urea y ornitina que favorecen el crecimiento del patdégeno

(Figura 4).

A pesar de los recientes avances en la definicion de las diferentes poblaciones de
macrofagos, todavia no estd claro si la heterogeneidad funcional es el resultado de una
diferenciacion especifica irreversible o es consecuencia de la induccion reversible y continua

de diferentes programas funcionales.
Rol de los monocitos y macrofagos durante la infeccion con Trypanosoma cruzi

Los monocitos contribuyen a mantener la poblacidn de macréfagos en condiciones
especificas, particularmente los monocitos Ly6C++ son reclutados a tejidos inflamados y dan
origen a macréfagos residentes de tejido. Una vez alli, los macréfagos derivados de
monocitos responden a sefales del medioambiente para contribuir a la respuesta
inflamatoria local o a su resolucidn. Estas actividades opuestas se adquieren en respuesta a

cambios dinamicos que ocurren a nivel tisular.
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Figura 4: Estados de activacion de macréfagos.

Los macréfagos llevan a cabo roles variados y pueden adaptarse a los estimulos del medioambiente
desplegando un perfil M1 o M2, los cuales representan extremos de un espectro de fenotipos
funcionales. Los macrdéfagos M1 son pro-inflamatorios y se activan clasicamente por citoquinas Thl
(IFN-y). Ademas de servir como células presentadoras de antigeno, estos macréofagos muestran una
incrementada capacidad microbicida atribuible a la produccién de radicales libres (perdxido de
hidrégeno, superdxido, ON y peroxinitritos) y citoquinas pro-inflamatorias (TNF, IL-1B, IL-12). En el otro
extremo, los macrofagos M2 estan alternativamente activados por citoquinas Th2 (IL-4, IL-13) o por
mediadores anti-inflamatorios (IL-10), incrementando la expresidn del receptor de manosa (CD206)
en macréfagos M2a o del receptor de hemoglobina (CD163) en macréfagos M2c, por lo tanto
promueven la reparacion tisular y reducen la efectividad de la respuesta Th1.

Adaptado de Mills et al, 2014.

En particular, la interaccion de T. cruzi con macréfagos y otras células de la inmunidad
innata son mediadas por receptores de reconocimiento de patrones (RRP) como TLR. Luego
del reconocimiento del patégeno, se activa el factor nuclear kB (NF-kB), llevando a la
produccién de citoquinas inflamatorias y activando la respuesta inmune adaptativa. Las
moléculas derivadas del parasito como los dominios de anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPIs)
son reconocidas por TLR2 y estimulan la sintesis de IL-12 y TNF por los macréfagos %%,
Ademas, TLR4 y TLR9 también reconocen antigenos parasitarios y cooperan en la activacion
de la respuesta inmune innata del huésped para regular la infeccién *. El incremento de IL-
12 inducido por T. cruzi media la produccién de IFN-y a través de la activacidn de células NK

y Thl. Este mediador activa a macréfagos a un perfil M1, induciendo iNOS vy la posterior

produccion de NO ¢ que media la muerte del parésito.

Ademads, otras células no inmunes pueden responder a la infeccién con T. cruzi

produciendo citoquinas. Por ejemplo en las células endoteliales el parasito induce la
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produccion de IL-1B e IL-6 #/. Particularmente nuestro grupo reportd recientemente que la
infeccidn de cultivos primarios de cardiomiocitos induce selectivamente la produccién de IL-

6“8, una citoquina pleiotrdpica clave para la sobrevida de estas células blanco de la infeccidn.
El rol de los macréfagos en la injuria cardiaca

Como en la mayoria de los tejidos, los macrofagos son las principales células inmunes
gue residen en corazdn, ubicandose cerca de células endoteliales o dentro del espacio
intersticial 3%%%°°, Cuando el tejido cardiaco sufre una injuria estéril o infecciosa, inicia una
cascada celular dindmica que activa las células inmunes residentes y coordina el

reclutamiento de diversas poblaciones de leucocitos al tejido inflamado.

En condiciones fisiolégicas en tejido cardiaco predominan los macréfagos activados
alternativamente. Sin embargo, luego de una injuria cardiaca los macréfagos M1 son
rapidamente reclutados. El modelo mas estudiado es el de infarto de miocardio, donde se
proponen dos fases bien definidas. Primero predominan los macréfagos M1 pro-
inflamatorios que se reclutan via la quemoquina MCP-1/CCL2, y una segunda fase donde
estas células son reemplazadas por macréfagos M2 que contribuyen a la resolucion de la
inflamacidn, pero inducen fibrosis cardiaca. Sin embargo, no ha sido estudiado aun el rol de

los macrdéfagos cardiacos durante la infeccién con T. cruzi.
Inmunidad Adaptativa: Células T CD8+ en respuesta a la infeccion

A pesar de que la importancia de las células T CD8+ en el control de infecciones
bacterianas y virales ha sido bien descripta, su rol en la deteccién y destruccidn de patégenos
como protozoarios intracelulares no ha sido exhaustivamente estudiado. Teniendo en
cuenta que T. cruzi invade diferentes células incluyendo miocitos, adipocitos, células
epiteliales, fibroblastos, macréfagos, entre otros, en su nicho citoplasmatico libera proteinas
gue son procesadas y presentadas en contexto del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) tipo | activando células T CD8+. Asi, las células T CD8 pueden controlar la infeccion a
través de numerosos mecanismos, incluyendo actividad litica via perforina/granzima y

produccién de citoquinas (IL-2, TNF, IFN-y).

En el contexto de la enfermedad de Chagas se reportd recientemente que la frecuencia
de células T CD8 especificas fue menor en pacientes con cardiopatia en comparacién con
aquellos asintomaticos. Ademas, el estadio de diferenciacion de estas células fue diferente.
Aguellos que presentan patologia cardiaca tienen menos células de memoria temprana y

mas de memoria tardia, sugiriendo que la proteccidn frente a la patologia se asocia con una
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mayor frecuencia de células T CD8 especificas en estadios tempranos de diferenciacion 2.
Concomitantemente, se describié un predominio de células CD8+ en infiltrado inflamatorio
de tejido cardiaco de pacientes con cardiopatia °>°*. Considerando esto, se propone que en
modelos de infeccidon experimental la cura terapéutica alcanzada por el tratamiento con
Benznidazol induce un cambio desde el fenotipo de células T de memoria efectora hacia
células T de memoria central >>. Por lo tanto, la severidad de la patologia se podria relacionar

con la especificidad y la calidad de la respuesta T citotdxica durante la infeccidn.

IL-6: Una citoquina con multiples funciones

Las citoquinas juegan un papel importante en la comunicacion intercelular, actuando
sobre diferentes células blanco regulan su supervivencia, crecimiento, diferenciacion y
funciones efectoras. Ademds, también modulan la respuesta inmune durante procesos
inflamatorios estériles o infecciosos, y en enfermedades autoinmunes. Ejercen sus acciones,
gue pueden ser auto- o paracrinas, a través de receptores especificos. A diferencia de las
hormonas, las citoquinas no se encuentran preformadas almacenadas en una glandula, sino
que luego de la correcta estimulacidn, las células son capaces de gatillar una rapida sintesis

para luego secretarlas *®.

Desde que fue clonado el gen que codifica para IL-6 en 1986, una variedad de funciones,
a veces contradictorias, han sido asociadas a esta citoquina, como la proteccién frente a
infecciones y la promocidn de enfermedades inflamatorias. A lo largo de muchos afios se le
asigno un rol clave como miembro del trio de citoquinas (junto a TNF e IL-1B) que dirige la
respuesta inflamatoria aguda. Sin embargo, mds recientemente se describié cémo la
desregulacion en la sefializacidon de IL-6 contribuye a condiciones inflamatorias en patologias

como obesidad e insulinorresistencia ’.

Diferentes tipos celulares producen IL-6, entre ellos la principal fuente son monocitos y
macroéfagos en sitios de inflamacion aguda y células T en inflamacidn crénica. En condiciones

homeostaticas, los niveles de IL-6 son bajos, e incrementan en situaciones de estrés.
Propiedades pro- y anti-inflamatorias de IL-6 en la respuesta inmune innata

La literatura de los ultimos 30 afios ha reportado el efecto de IL-6 en fagocitos
mononucleares, sistema de complemento y RRP. Sin embargo, el rol fundamental de esta
citoquina en lainmunidad innata queda claro con la identificacién de una familia IL-6-like en

Drosophila melanogaster. Se describié que en este sistema tiene un papel clave en el control
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de la glucosa y homeostasis tisular. No obstante, el mayor avance en la descripcién de las
funciones de IL-6 en la respuesta inmune innata se llevd a cabo en modelos de infeccién viral

y en la susceptibilidad a endotoxemia >%°,

Ha sido extensamente estudiado como IL-6 modula diversos aspectos del sistema
inmune innato, incluyendo la hematopoyesis y la acumulacién de neutrdfilos en sitios de
infeccidn o trauma. Este efecto puede ser atribuido a que IL-6 promueve la secrecién de las
guemoquinas CXCL5, CXCL6, MCP-1/CCL2 y CCLS8, induce la expresion del receptor de
homing a nédulo linfatico CD62L, y modula la expresion de moléculas de adhesion como
ICAM-1 y VCAM-1 {Modur, 1997 #2717;MclLoughlin, 2004 #2718;Chen, 2004
#2719;Romano, 1997 #2720;Matsumiya, 2001 #2721}. In vitro IL-6 promueve la maduracion
de macréfagos al controlar la expresién del receptor del factor estimulante de colonia de
macrofagos ®1. Ademds, IL-6 inhibe la activacidn del factor NF-kB e induce la expresion del
receptor antagonista de IL-1 y el receptor soluble p55 de TNF %83, Estos resultados son
consistentes con la habilidad de IL-6 de promover la activacion alternativa de macréfagos
descripta previamente en modelos de injuria estéril *” y su capacidad para inhibir la actividad
microbicida y produccién de citoquinas pro-inflamatorias ®*%°. Por lo tanto, si bien IL-6
presenta claros efectos pro-inflamatorios, es necesario tener en cuenta que la actividad de
IL-6 depende del contexto, y que esta citoquina es capaz de coordinar actividades anti-

inflamatorias esenciales para la resoluciéon de la inflamacion.
IL-6 modula la inmunidad adaptativa

En un principio IL-6 fue identificada como una linfoquina capaz de inducir la maduraciéon
de células B a células productoras de anticuerpos, promoviendo la sobrevida de células
plasmaticas de larga vida. Ademas, la habilidad de IL-6 de promover la inmunidad humoral
ha sido relacionada a los efectos de esta citoquina sobre las células T cooperadoras
foliculares (TFH), un subtipo especializado de células T CD4 que se localiza en foliculos de

células B promoviendo la proliferacidon y el cambio en el isotipo de inmunoglobulinas .
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Se demostrd también que IL-6 es capaz de inducir el perfil de células T CD4 Th17.
Teniendo en cuenta el rol patogénico descripto para esta poblacidon celular, el tratamiento
con bloqueantes de IL-6 ha tomado notoriedad en ciertas patologias. Sin embargo, es

necesario tener presente que IL-6 es capaz de inducir en células T la produccién de IL-10 6768

(Figura 5).
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Figura 5: Actividad pleiotropica de IL-6 en células de inmunidad adaptativa.

IL-6 dirige la proliferacion y sobrevida de células Thl y Th2 y es critica para el compromiso de
poblaciones efectoras especificas como Th17, Th22 y TFH. Ademas, inhibe el desarrollo de células
Treg. Adaptado de Hunter et al, 2016.

Obstdculos en el tratamiento con bloqueantes de IL-6

A los fines de hacer mas eficientes las terapias que inhiben la via de seializacién de IL-
6, es importante comprender porque en ciertas situaciones clinicas el bloqueo de dicha
citoquina no es efectivo y cédmo diferentes estrategias de intervencion pueden llevar a
beneficios Unicos sélo en subgrupos definidos de pacientes. La eficacia del inhibidor de IL-6
fue evaluada en un principio en mieloma multiple donde se observé que suprime la
respuesta de fase aguda, pero incrementa los niveles sistémicos de IL-6 %, por lo que se

desarrollaron inhibidores del receptor de dicha citoquina.

En diferentes patologias se ha observado que el bloqueo de IL-6 lleva a indeseables
efectos colaterales como aumento de amiloide A (equivalente en ratén a la proteina C
reactiva de humanos), neutropenia, aumento de transaminasas hepaticas y alteracion en la

composicion de lipidos.

La mayoria de las enfermedades en las cuales la inhibicién de IL-6 presenta beneficios
clinicos estan frecuentemente asociadas a una desregulacion en la respuesta inmune
adaptativa. Sin embargo, incluso en patologias como artritis reumatoidea, donde el bloqueo

de IL-6 es una terapia efectiva, algunos pacientes presentan falla terapéutica. Teniendo estos
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datos en cuenta, es necesario comprender el rol de IL-6 en las diferentes patologias para

poder estratificar mecanismos de intervencién adecuados.
Rol de IL-6 en la respuesta inmune cardiaca

En respuesta a diferentes injurias cardiacas, IL-6 es producida rdpida y continuamente
por cardiomiocitos y células vecinas sugiriendo que esta citoquina es una parte fundamental
del sistema intrinseco de respuesta al estrés cardiaco. Se ha reportado que la IL-6
incrementa en infarto de miocardio y en pacientes con falla congestiva crénica y con

cardiomiopatia hipertréfica 7072,

A pesar de que los niveles séricos de IL-6 se encuentran incrementados en individuos
gue presentan diversas patologias cardiacas, este aumento se ha asociado a una respuesta
inducida con el objetivo de mantener la homeostasis. Lo que sugeriria que esta citoquina
lleva a cabo un rol importante en orquestar la respuesta inmune innata durante una injuria
cardiaca, previniendo consecuencias catastroficas que la inflamacién descontrolada tendria

en este tejido vital.

IL-6 tiene un importante papel participando en la inhibicidon de la apoptosis y en la
hipertrofia de cardiomiocitos **737%, Sin embargo, otras citoquinas pro-inflamatorias que no
pertenecen a este grupo también parecen tener un rol central en la coordinacion de la
respuesta cardiaca intrinseca durante una situacidon de estrés, proporcionando sefales
temporales citoprotectoras anti-apoptodticas que permiten la reparacion y/o remodelacidn
tisular. En el contexto de la infeccién por T. cruzi, se detectaron altos niveles de IL-6 en el
suero y tejidos durante la infeccidn murina con este pardsito cardiotrépico 7.
Recientemente, nuestro grupo reportd por primera vez que la actividad cistein proteasa del
pardsito puede dirigir la respuesta celular inducida por IL-6 por medio del clivaje de su
receptor (gp130) 7. En linea con esto, nuestro grupo y otros observaron que ratones IL6KO
rapidamente sucumben a la infeccién con T. cruzi ’®7°. Estos resultados sugieren que IL-6
tiene un rol determinante para la sobrevida del huésped modulando la respuesta inmune
innata durante la infeccidn. Sin embargo, aunque se ha evidenciado la importancia de IL-6
en la respuesta inmune anti-parasitaria, poco se conoce acerca de los efectos de esta

citoquina sobre las células inmunes innatas durante la infeccién.
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Inflamosoma e IL-18

El inflamosoma es un complejo multiproteico a través del cual se gatilla la principal via

pro-inflamatoria del sistema inmune innato. Su activacién requiere de una primera sefal de

reconocimiento a través de receptores TLR que lleva a la produccion de pro-IL-1B.

Seguidamente los receptores tipo NOD (NLR) se acoplan con la molécula adaptadora ASC y

pro-caspasa-1, convirtiéndola a su forma activa caspasa-1 que cliva el precursor de IL-1B e

IL-18. La liberacion de ambas citoquinas activa una cascada inflamatoria en el huésped

(Figura 6).
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Figura 6: Mecanismo de activacién del inflamosoma NLRP3.
NLRP3 necesita una sefial de priming que involucra estimulos que activen NF-kB como la unién de

LPS a TLR4, induciendo un incremento en la expresion de NLRP3. La molécula adaptadora ASC se
ubiquitina y fosforila para facilitar el ensamble del inflamosoma. Luego se activa NLRP3 por
diferentes mecanismos como ERO o ADN mitocondrial, eflujo de potasio o liberacion de catepsina
por desestabilizacion de la membrana lisosomal. Adaptado de Haitao Guo et al, 2015.

El inflamosoma NLRP3 es el mas estudiado ya que presenta mayor relevancia clinica.

Productos derivados de patdgenos, moléculas estériles y estimulos enddégenos como ATP
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son capaces de activar el inflamosoma. Algunos de los mecanismos involucrados en la

activacion incluyen el eflujo de potasio, la generacién de ERO, entre otros.

El rol protectivo que presenta la activacidon del inflamosoma en la respuesta anti-
Trypanosoma cruzi en la infeccién experimental ha sido estudiado recientemente. Silva y
colaboradores proponen que la salida de parasitos del fagosoma de macrdéfagos a
amastigotes citosélicos libera patrones moleculares asociados a daiio (DAMPs) que disparan
el ensamble del inflamosoma. Los autores demostraron que la activacién de genes
relacionados al inflamosoma en tejido de animales infectados con T. cruzi ejerce un rol en la
respuesta anti-parasitaria. En esa linea, macréfagos deficientes en NLRP3 presentan menor

actividad anti-T. cruzi probablemente por la disminucién en la capacidad de producir NO.
ATP: el activador mds comun de NLRP3

Ha sido ampliamente descripto el rol pro-inflamatorio de ATP, que actia como sefial de
dano celular activando el inflamosoma en células mononucleares fagociticas. Ademas, esta
molécula versatil lleva a cabo importantes funciones en la comunicacion célula-célula y

regula procesos fisioldgicos o patoldgicos en diferentes drganos vy tejidos.

La concentracidn extracelular de ATP esta controlada por una familia de ectoenzimas
gue continuamente degrada ATP, frenando la inflamacion. CD39 (ectonucleosido trifosfato
difosfohidrolasa 1 -ENTPD1-) convierte ATP en ADP y posteriormente AMP, y luego CD73
(ecto-5"nucleotidasa -Ecto5NT-) defosforila AMP a adenosina (ADO). Estas dos ectoenzimas
son importantes para regular la duracién, magnitud y composicion de la activacién de la via
purinérgica y tendrian un fuerte impacto en la modulacién de la respuesta inmune. La
actividad y expresién de ambas llevan a cabo cambios dinamicos de acuerdo con el contexto

patofisiolégico &°.
Rol patofisiolégico de las enzimas encargadas de degradar ATP

La expresion de CD39 es regulada por diferentes citoquinas, estrés oxidativo e hipoxia
8183 3 través de factores de transcripcién como SP1 y STAT3. Ademds, se reportd el
incremento de la expresién de CD39 en tumores sdlidos (cancer colorectal, de cabeza y
cuello, pancreatico), asi como en leucemia linfocitica crdnica, sugiriendo que esta enzima

estd involucrada en el desarrollo y progresién de estas enfermedades .

CD73 se encuentra en una amplia variedad de tejidos, e incrementa en condiciones de

hipoxia 82>y en presencia de mediadores pro-inflamatorios como TNF e IL-1B 86%7,
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Teniendo en cuenta que la accién sucesiva de las enzimas CD39 y CD73 degradan ATP
dando como producto final ADO, estas proteinas son capaces de cambiar el medioambiente

de un estado pro-inflamatorio a uno anti-inflamatorio por la presencia de ADO (Figura 7).

Particularmente la diferenciacién y actividad de macrdéfagos puede ser regulada por
medio de la concentracién de purinas. La ausencia de CD39 y CD73 lleva a la acumulacién de
ATP induciendo en macréfagos peritoneales la produccién de citoquinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF 28, En linea con estos estudios, recientemente nuestro grupo
reporté que la inhibicién transitoria de CD73 modula el perfil de macréfagos en tejido
cardiaco murino infectado, mejorando la progresién de la patologia cardiaca crénica .
Teniendo en cuenta estos resultados, la evaluacion de la expresion de estas ectoenzimas y

los mecanismos que la regulan podria tener un potencial uso terapéutico lo que amerita su

estudio exhaustivo en diferentes modelos.
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Figura 7: Mecanismo de degradacion de ATP.

Ectoenzimas encargadas de degradar ATP a ADP y AMP (CD39) y posteriormente a adenosina
(CD73) expresadas en la superficie de diferentes poblaciones celulares. Adaptado de Veena S.
Roberts et al, 2014.

Ha sido reportado que ambas ectoenzimas incrementan su expresidn en respuesta a la
hipoxia con el objetivo de frenar el excesivo dafio colateral a la sobre-activacién de células
inmunes en el tejido inflamado. Es de vital importancia conocer como la baja tensién de
oxigeno conlleva a cambios bioquimicos en las células inmunes modulando la homeostasis
de dichas células y su posterior respuesta frente a patdgenos. Una de las sefiales generadas

por hipoxia la provee el mediador HIF (factor inducible por hipoxia) que incrementa la
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expresion de genes que permiten una mejor distribucién de oxigeno y mejoran la sobrevida

de la célula hospedadora.

HIF-1 es un factor de transcripcion heterodimérico, cuya expresion es regulada por los
niveles de oxigeno, estrés oxidativo y citoquinas inflamatorias. La estabilidad de Ia
subunidad a (HIF-1a) es regulada por la familia de hidrolasas dependientes de oxigeno. En
condiciones de hipoxia, esta actividad hidrolasa se inhibe e HIF-1a se acumula y trasloca al
nucleo, donde se une a HIF-1p (expresado constitutivamente). HIF-1a presenta una variedad
de genes blanco que incluyen factores angiogénicos, enzimas glucoliticas, transportadores

de glucosa, eritropoyetina, entre otros °1.

Estudios previos realizados en ratones con niveles modificados de HIF-1a revelan el rol
clave de dicho factor en la actividad bactericida de los fagocitos. Macréfagos de ratones
deficientes en HIF-1la muestran una disminuida capacidad de matar a bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas comparado con macrdfagos provenientes de animales salvajes.
Mientras que la delecién de HIF-1a no altera la producciéon de ERO por los fagocitos, la
expresion de un gran numero de efectores moleculares involucrados en la defensa innata
del huésped se correlacionan con los niveles de dicho factor de hipoxia. Entre estos factores
se encuentran péptidos antimicrobianos, catepsina G, TNF y NO (Figura 8). Ademas de sus
actividades microbicidas, el NO estabiliza HIF-1a redistribuyendo el oxigeno intracelular e
inhibiendo la actividad de hidrolasas, por lo que este podria ser un mecanismo de

amplificacion de activacion de células mieloides 2.
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HIF-1
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Figura 8: Genes inducidos por HIF.
Genes asociados a angiogénesis, sobrevida, metabolismo de glucosa inducidos por el factor HIF-
la. Adaptado de Soon-Sun Hong et al, 2004.

Oxido nitrico y estrés oxidativo

Las EROy las especies reactivas de nitrégeno (ERN) son producidas por todas las células
eucariotas. Estas moléculas regulan diversos procesos fisiolégicos incluyendo Ila
proliferacién, migracion, hipertrofia, diferenciacion y metabolismo, pero en exceso
reaccionan con lipidos, proteinas y acidos nucleicos alterando las propiedades estructurales
y funcionales de las moléculas blanco y llevando a un extensivo dafio tisular y posterior
disfuncidn. El rol de estas especies oxidantes esta tomando importancia en el desarrollo de
diferentes patologias cardiovasculares, incluyendo ateroesclerosis y complicaciones renales
de la diabetes mellitus. El estrés oxidativo se define como un desbalance donde la
produccién de especies oxidantes supera la capacidad anti-oxidante del sistema bioldgico. A
pesar de que numerosos reportes indican una relacién estrés oxidativo-disfuncion
cardiovascular en modelos animales, no existen estudios concluyentes del rol de estas

moléculas en la patogénesis de dichas patologias en humanos.
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El NO es una de las principales ERN. Aunque inicialmente fue descripto como molécula
efectora de los macréfagos, numerosos estudios le asignan un rol de mensajero que regula
la respuesta inmune y la dilatacién de vasos sanguineos. Considerando que el NO es tan labil,
la medicién directa es sumamente dificultosa, por lo que se empezaron a estudiar las
enzimas que lo producen. Existen al menos 3 isoformas diferentes: NOS1, NOS2 y NOS3.
Cada una de ellas sintetiza NO bajo diferentes condiciones, aunque frecuentemente, se

pueden encontrar las 3 isoformas en una misma célula.

e NOS1: es la isoforma cerebral, también conocida como bNOS. Colabora en la
transmisién sinaptica, el procesamiento de la informacidén entre nervios, y entre nervios
periféricos y el cerebro.

e NOS2: también llamada iNOS. Esta enzima genera cantidades extraordinariamente
altas de NO para llevar a cabo funciones microbicidas. Esta enzima se induce bajo
condiciones especificas (hipoxia, infecciones).

e NOS3: también llamada eNOS (derivada de células endoteliales). Esta isoforma esta
activa constitutivamente y mantiene el didametro de los vasos sanguineos para mantener la

perfusidn tisular a niveles éptimos.

Aungque las células pueden producir ERO mediante diferentes mecanismos, la primera
fuente de produccién en fagocitos es a través del complejo NADPH oxidasa, que cataliza la
reduccion del oxigeno a anidn superdxido utilizando electrones suministrados por NADPH.
La oxidasa es una enzima de multiples componentes que consta de dos proteinas de
membrana y al menos cuatro componentes citosélicos >°*%. Cuando NADPH se activa, sus

componentes citosélicos se ensamblan a la membrana celular generando ERO.

La reaccion del anidn superdxido con NO genera peroxinitrito, una de las moléculas mas
oxidantes del organismo capaz de reaccionar con proteinas, lipidos y acidos nucleicos. En
este sentido, elevados niveles de peroxinitritos correlacionan con la progresiéon tumoral en

varios tipos de cancer, un efecto que se asocia con células T no respondedoras *®.
Daiio oxidativo en proteinas

El incremento de la biodisponibilidad de ERO/ERN pueden llevar a la oxidacion o
nitraciéon de proteinas, presentando consecuencias como pérdida o ganancia de
funcién/actividad  enzimatica, alterada interaccion proteina-proteina, cambios
conformacionales, cambios en la localizacién, susceptibilidad a protedlisis, incrementada
inmunogenicidad y modificacién de la transcripcion de genes. Estas modificaciones

bioquimicas alteran la sefializacion y la funcién celular. Uno de los principales blancos de la
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actividad de peroxinitritos son tirosina y triptéfano, generando 3-nitrotirosina vy

nitrotriptofano, modificaciones que afectan tanto la estructura como la funcién proteica.
Daiio oxidativo en lipidos

Debido a su alta reactividad las ERO y ERN son incapaces de difundir fuera de sus sitios
de formacion, llevando a alteraciones locales. Por lo que se propone que los productos de

peroxidacidn lipidica amplifican y propagan los efectos de las especies oxidantes °7:%,
Consecuencias del estrés oxidativo

Los peroxinitritos son capaces de dirigir diferentes mecanismos moleculares que
impactaran en la respuesta inmune en diversas poblaciones celulares. Particularmente en
células T, a través de contacto celular directo, induce pérdida de la expresién de la cadena
del TCR %, interfiere con la sefializacion de IL-2 1%, lo que lleva a la desensibilizacién de la
activacion de las células T, y posteriormente a la pérdida de sus funciones. Es importante
destacar que la principal poblacién celular afectada por la toxicidad de los peroxinitritos son
las células CD8+, ya que la molécula CD8 por su estructura protéica extracelular es mas
sensible de sufrir nitracion en sus residuos aminoacidicos, generando células T no

respondedoras a estimulos antigénicos especificos 1°%.
Estrés oxidativo y respuesta anti-T. cruzi

Durante la infeccidn los trypomastigotes invaden macrofagos y sobreviven a las
condiciones oxidativas en el interior del fagosoma. El anidn superdxido es convertido
adentro del fagosoma a efectores téxicos como H,0,, una molécula sin carga que puede
difundir a través de la membrana plasmdtica y oxidar lipidos y proteinas. Es importante
destacar que numerosos estudios demuestran que al inhibir la generacién de especies
reactivas se incrementa la susceptibilidad a la infeccién con T. cruzi, sugiriendo que el estado
redox juega un rol clave en la activacion de la respuesta inmune y en el control del

crecimiento parasitario.

Sin embargo, a pesar de ser un factor necesario en la respuesta anti-T. cruzi, las
sustancias pro-oxidantes también afectan la funcion cardiaca crénica durante la patologia
chagasica. Estudios en modelos experimentales y en humanos demuestran que los
huéspedes sufren estrés oxidativo 1°2. Trabajos previos en modelos animales infectados
revelan un incremento en la produccién de ERO en tejido cardiaco y posterior incremento
de productos de oxidacion proteica y lipidica 1. Como es de esperar, al prevenir la injuria

104

oxidativa durante el estadio cronico la funciéon cardiaca mejora Todas estas
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observaciones en conjunto permiten concluir que el estrés oxidativo sostenido presenta una

importancia patoldgica en la progresion de la cardiomiopatia chagdasica.

Sindrome Metabdlico

El sindrome metabdlico se define como un conjunto de disturbios que incluyen
intolerancia a la glucosa, obesidad central, dislipemia (hipertrigliceridemia, disminucién de
HDL, entre otros) e hipertension. Su incidencia en la poblacién general es alta y va en
incremento. Se puede presentar de diversas formas, de acuerdo a la combinacién de los
diferentes componentes previamente nombrados, que incrementan el riesgo de desarrollar
enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2 y cancer 1%°-1%7, Sin embargo, no esta establecido
como comienza y cuales son los diferentes eventos que tienen un rol en el desarrollo y
progresion de estos desérdenes. Por ejemplo la Asociacion Americana de Endocrinologia no
considera a la obesidad como un componente del sindrome metabdlico, mientras destaca la
importancia de la insulinorresistencia 1%, La definicién inicial de la OMS considera a la
insulinorresistencia como una caracteristica necesaria del sindrome metabdlico 1%

mientras que el programa de educacidn nacional de colesterol (NECP) le da igual importancia

a la intolerancia a la glucosa, obesidad, hipertension y dislipemia 2,

La inflamacién en general, es una respuesta fisioldgica de un organismo a un estimulo
peligroso (fisico, quimico o bioldgico) con el objetivo de re-establecer la homeostasis. El
estado inflamatorio que acompana al sindrome metabdlico presenta un balance energético
positivo que demanda al tejido adiposo que sea plastico e incluye la formacién de nuevos

adipocitos y cambios del espacio anatémico para la expansién del tejido adiposo 3.

Un evento importante que se asocia con el sindrome metabdlico esta dado por un
incremento en la concentracion de acidos grasos no esterificados (NEFA) circulantes, lo que
refleja la inhabilidad del tejido adiposo para captar el exceso de nutrientes y genera un
estado de dislipemia. Por la carga de acidos grasos, el higado incrementa la produccién apo-
B que transporta triacilgliceroles al tejido adiposo resultando en la formacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) 1. Ademas, otros tejidos como el higado, péncreas y
corazén son usados para acumular lipidos 1'%, a pesar de que esto presenta un riesgo para
sus funciones. La lipotoxicidad resulta en el caso de musculo, higado y pdancreas, en

insulinorresistencia.
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A pesar de que hace tiempo se consideran los adipocitos involucrados en la respuesta
inmune innata, recientemente fue descripta en ellos la expresidn de TLR2 y TLR4. Estos
receptores son activados por lipidos especificos y llevan a la produccién de factores pro-
inflamatorios, lo que contribuye a agravar el sindrome metabdlico. Numerosos reportes
muestran que la exposiciéon de los adipocitos a diferentes sustancias estresantes (estrés
oxidativo, citoquinas inflamatorias y acidos grasos) lleva a la activaciéon de kinasas y la

posterior insensibilidad a la insulina.

El tejido adiposo puede ubicarse visceral o subcutaneo. El tejido adiposo visceral (TAV)
es altamente activo metabdlicamente hablando y estd asociado a una incrementada
produccién de TNF. Los adipocitos mas grandes son mas susceptibles a la ruptura y
constituyen un foco de inflamacidn. Los macréfagos forman coronas rodeando adipocitos
muertos; sin embargo la composicion de macréfagos es dindmica y se modifica con el flujo
de lipidos. Teniendo en cuenta que el numero y el estado metabdlico de los macréfagos
ocurren simultdneamente con los cambios en la sensibilidad a la insulina %17, estas células
coordinan la respuesta inflamatoria que incluye la acumulacién de células CD8+, CD4+ Thly
pérdida de células T regulatorias (Treg) 2. El fenotipo de estas células modula la resistencia
a insulina asociada a inflamacion. Los macréfagos M2 son inmunoregulatorios y mantienen
la sensibilidad a la insulina en tejido adiposo e higado, mientras que los macréfagos M1

interrumpen la sensibilidad a la insulina en dichos tejidos.

Brevemente, el metabolismo de macréfagos M1 esta caracterizado por incrementada
glucolisis y presenta un ciclo de acidos tricarboxilicos truncado, llevando a la acumulacién
de succinato y citrato. La acumulacidn de succinato estabiliza al factor HIF-1a mediante
diferentes mecanismos directos (inhibicién de prolil-hidroxilasas) o indirectos (generacién
de ERO)Y, induciendo la produccién de IL-1B 2 y un incremento en el influjo de glucosa,

caracteristico de los macréfagos M1.

El metabolismo de glucosa en células inmunes es controlado principalmente por
cambios en la expresién del transportador de glucosa 1 (Glutl). Ademas, se demostré que

el estrés oxidativo induce la expresion de Glutl 2

, indicando que ERO y ERN pueden servir
como una seial fisioldgica para inducir el metabolismo de glucosa. Concomitantemente,
altos niveles de glucosa inducen estrés oxidativo en una amplia variedad de células,
incluyendo los monocitos. Generando de esta manera un mecanismo de retroalimentacion
positiva. Adicionalmente, las células que presentan gran captacién de glucosa incrementan

la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF e IL-1B (Figura 9).
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Figura 9: El rol del inflamosoma NLRP3 en sindrome metabdlico.

El inflamosoma NLRP3 es activado por diferentes DAMPs en multiples tejidos y tipos celulares
resultando en un estado pro-inflamatorio que lleva a deteriorar las funciones metabdlicas. En tejido
adiposo, palmitato y ceramida activan NLRP3 en macréfagos infiltrantes llevando a un estado de
resistencia a insulina. En el pancreas, la generacién de ERO mitocondrial activa NLRP3 en
macrofagos y células B. El incremento de IL-1B en islotes pancreaticos resulta en muerte de la célula
B y consecuente disminucidn de la produccién de insulina. Los cristales de colesterol activan el
inflamosoma en macréfagos promoviendo un incremento en el infiltrado inflamatorio e induciendo
la progresion a aterosclerosis.

Por otro lado, el perfil metabdlico de macréfagos M2 estd definido por fosforilacién
oxidativa (OXPHOS), B oxidacidn de &cidos grasos y disminuida glucdlisis 1*°. Se propone que
el cambio glucolitico en macréfagos M1 facilita la respuesta dptima para una activacién
rapida necesaria en los sitios de infeccidn/inflamacién 2> mientras que los macréfagos M2
producen ATP de forma mas eficiente necesaria para situaciones de alta demanda

energética o para mantener una longevidad por un largo periodo de tiempo 23,

El creciente interés en comprender el inmunometabolismo radica en que representa
una nueva oportunidad terapéutica para tratar enfermedades inflamatorias y cancer. En
particular, la re-polarizacién metabdlica de macréfagos tendria un rol clave en la batalla

contra diferentes patologias como obesidad y ateroesclerosis.
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Capitulo Il

IL-6 promueve la polarizacion alternativa de
macrofagos modulando la degradacion de ATP y
controla los efectos letales del estrés oxidativo en |la

infeccion experimental con Trypanosoma cruzi
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Objetivos Capitulo Il

Considerando los antecedentes antes descriptos y las observaciones previas realizadas por
nuestro grupo y por otros que demuestran que los animales deficientes en IL-6 rapidamente
sucumben a la infeccién con Trypanosoma cruzi, en el presente trabajo de tesis nos planteamos
determinar cuales son los mecanismos protectores celulares y moleculares que gatillados por
IL-6 permiten al huésped infectado mantener su sobrevida. Los resultados permitiran
comprender por qué el bloqueo de dicha molécula en el tratamiento de ciertas patologias con
compromiso inmune, puede llevar al desarrollo de numerosos efectos adversos, o incluso a la

falla terapéutica.

Objetivos
General: Dilucidar los mecanismos gatillados por la respuesta inmune innata

cardiaca frente a la infeccidn con Trypanosoma cruzi y establecer la participacién de IL-

6 en dichos mecanismos.

Especificos:

1. Determinar el papel de IL-6 en el reclutamiento de células inmunes a miocardio
infectado.

2. Evaluar el perfil de macréfagos infiltrantes de tejido cardiaco durante la infeccién
experimental y analizar el impacto de IL-6 en el establecimiento del estado de activacion
de éstas células.

3. Dilucidar el mecanismo a través del cual IL-6 participa en la sobrevida de

animales infectados.
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IL-6 determina el influjo de células inflamatorias al miocardio infectado

Teniendo en cuenta que nuestro grupo habia reportado previamente que IL-6 induce el
reclutamiento de células supresoras mieloides durante la infeccidn experimental 78, nos
propusimos evaluar la participacidén de esta citoquina en el reclutamiento de células inmunes al
tejido cardiaco infectado. Para ello, se infectaron ratones deficientes en IL-6 (IL6KO) y ratones
con similar base genética C57BL/6 (WT) con 1.000 trypomastigotes de T. cruzi de la cepa
Tulahuen intraperitonealmente. A los 0, 14 y 21 dias post-infeccidn (dpi) se evaluaron en cortes
histolégicos de tejido cardiaco teiiidos con hematoxilina-eosina el infiltrado inflamatorio. Se
observé que el tejido cardiaco de animales deficientes presenta un menor grado de miocarditis
a lo largo de la cinética comparado con animales WT (Figura 1A-F). Estos resultados fueron
corroborados al hacer recuento en cdmara de Neubauer de leucocitos infiltrantes de tejido
cardiaco disgregado mecdnica y enzimdaticamente (Figura 1G).

Con el objetivo de evaluar la fuente celular de IL-6 que determina la llegada de las células
al miocardio infectado, se llevaron a cabo experimentos de transferencia adoptiva que
involucran una inyeccién endovenosa de igual nimero de células esplénicas WT e IL6KO
marcadas con diferentes fluorescentes a 2 dpi a huéspedes WT o IL6KO. Al cabo de 48 horas (4
dpi) se analizo la poblacidn de células transferidas en sangre periférica, bazo y corazén de los
animales receptores (Figura 2).

A pesar de que en sangre periférica el porcentaje relativo de células WT e IL6KO circulantes
fue similar en ambos huéspedes (Figura 3A); al tejido cardiaco de un receptor WT llegan en igual
proporcién ambas poblaciones (WT e IL6KO), mientras que cuando el parénquima cardiaco es
deficiente, llegan mayoritariamente las células capaces de producir IL-6 (Figura 3B). Este efecto
fue observado principalmente en macréfagos (F4/80+) cardiacos (Figura 3C). Las células IL6BKO
transferidas que no llegan a tejido cardiaco deficiente, se mantienen en el bazo, érgano

descripto como reservorio de células inmunes (Figura 3D).

39



Resultados

IL6KO

i *k
« 200 * *

= = * o mmwT
150 B IL6KO
100- i i
50 L

o
-
=
8
S
©
s
£
1)
=
2
@
©

Numero absoluto de

o T el el

Figura 1: IL-6 es un mediador critico en el influjo de leucocitos a miocardio infectado.
Cortes histoldgicos representativos a 0, 14 y 21 dpi de tejido cardiaco WT (A, C y E,
respectivamente) e IL6KO (B, D y F, respectivamente) tefiidos con hematoxilina y eosina.
200x. Numero de células infiltrantes de miocardio evaluadas por recuento en cdmara de
Neubauer (G). * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Figura 2: Disefio de experimentos de transferencia adoptiva.

Igual nimero de células esplénicas WT marcadas con efluor670 e IL6KO marcadas con CFSE
fueron transferidas a un huésped WT o IL6KO a 2 dpi. Luego de 48 horas se evalud el porcentaje
relativo de células fluorescentes en sangre periférica, tejido cardiaco y bazo de animales

receptores.
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Figura 3: IL-6 es un mediador critico para el influjo de leucocitos a miocardio infectado.

Frecuencia de células WT-efluor670 (barras negras) e IL6KO-CFSE (barras grises) relativas al total de
células fluorescentes fueron evaluadas en sangre periférica (A), tejido cardiaco (B) y bazo (D).
Porcentaje relativo de macréfagos transferidos que llegan a miocardio (C) y bazo (E). * p < 0,05; ** p
< 0,01; *** p < 0,001 comparando células WT fluorescentes con células IL6KO fluorescentes en el

mismo huésped.

Para confirmar el compromiso de IL-6 en el reclutamiento de células al tejido cardiaco, se
realizd una inyeccidn subcutanea de IL-6 humana recombinante bioactiva (rhulL-6) en animales
deficientes previa a la infeccion. A 4 dpi se evalué el influjo celular determinando el nimero de
células infiltrantes de tejido cardiaco. Se observé que el tratamiento induce un incremento del

nimero absoluto de células infiltrantes (Figura 4A), particularmente de la poblacidén de
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macrofagos (Figura 4B), tanto con el fenotipo M1 (CD11b+ F4/80+ CD86+ CD206-) (Figura 4C)
como M2 (CD11b+ F4/80+ CD86- CD206+) (Figura 4D). Estos resultados confirman que la IL-6 es

clave para el reclutamiento de células inmunes al miocardio infectado.
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Figura 4: IL-6 induce reclutamiento de macréfagos a tejido cardiaco infectado.

Macroéfagos IL6KO fueron tratados con una inyeccién subcutdnea de rhull-6 (IL6KO + rhullL-6) antes
deinfectarlos y 4 dpi se evalué el nUmero absoluto de células totales (A), macréfagos (B), macrdfagos
M1 (C) y macréfagos M2 (D) infiltrantes de tejido cardiaco IL6KO e IL6KO + rhullL-6. * p < 0,05, ** p <
0,01.

IL-6 determina el perfil de activacion de macrofagos en tejido cardiaco infectado

Considerando que los macrdfagos son células claves en la respuesta temprana frente a una
injuria, evaluamos el perfil de activacion de esta poblacién celular en tejido cardiaco WT e IL6KO
a lo largo de la cinética de infeccion. La poblacién de macréfagos (CD11b+ F4/80+ Grl-) seria
proveniente mayoritariamente de monocitos de circulacidén ya que presentan baja expresion de
F4/80 %4, fueron clasificados como M1y M2 (Figura 5). Entre los macréfagos M1 (CD11b+ F4/80+
CD86+ CD206-), el 86,13 + 4,10% expresan iNOS, mientras que el 88,17 + 2,17% de los
macréfagos M2 (CD11b+ F4/80+ CD86- CD206+) expresan arginasa-1 (Figura 6Ay B).
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Figura 5: Graficos representativos del analisis de citometria de flujo para definir las poblaciones de
macrofagos.

Células infiltrantes de tejido cardiaco fueron obtenidas por separacién en gradiente de Percoll. Se
excluyeron los dobletes utilizando FSC-H vs FSC-A y luego se identifico la poblacidn de células inmunes
en FSC-A vs SSC-A. Los macréfagos fueron identificados como células CD11b+F4/80+Grl- y en esta
poblacidn se evaluaron macréfagos M1 (CD86+CD206-) y M2 (CD86-CD206+).

7] Figura 6: Histograma
representantivo de expresidn
de enzimas determinantes de
perfil en macréfagos M1 (iNOS-
A) y M2 (arginasa-1-B) en tejido
cardiaco.
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El tejido cardiaco de animales WT presentd un predominio de macréfagos con fenotipo M1
tempranamente post-infeccién (4 dpi), que rdpidamente (7 dpi) disminuye mientras
incrementan los macrdéfagos M2, poblacidn que prevalece sobre los macréfagos activados
clasicamente incluso hasta el dia 60 post-infeccién (Figura 7A). Esta cinética también se observa
en animales BALB/c infectados %, ilustrando que en tejido cardiaco la activacion alternativa de
macroéfagos representa su principal estado de activacidn a lo largo de la infeccidn. En contraste,
los animales deficientes en IL-6 no presentan un predominio de macréfagos M2 en todos los
tiempos analizados (Figura 7B). En ambas cepas de animales el aumento de macréfagos M1 se
correlaciond con un incremento en la tasa de creatin-kinasa MB (CK-MB) /CK total, marcador
plasmatico especifico de dafio cardiaco (Figura 7C). Interesantemente, a 21 dpi el porcentaje de
dicho marcador en los animales IL6KO que sobreviven a la infeccidn disminuyéd como
consecuencia del incremento excesivo en la CK total, sugiriendo un dano tisular generalizado o
falla renal.

El progresivo dafio cardiaco también se evidencid en el incremento significativo de células

apoptédticas en el tejido deficiente en relacién al control (Figura 7D), con la dramatica
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consecuencia de que todos los animales IL6KO mueren entre el dia 16 y 22 post-infeccion (Figura

7E).
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Figura 7: IL-6 determina el perfil de activacion de macréfagos cardiacos.

Frecuencia relativa de macréfagos con fenotipo M1 (linea roja) y M2 (linea verde) en tejido cardiaco
(A) WT y (B) IL6KO. Los porcentajes se expresan como la relacion entre ambas poblaciones simple
positivas. (C) Porcentaje de CK-MB con respecto a CK total en plasma de animales WT e IL6KO. A 21
dpi el valor de enzimas se midi6 en plasma de los animales que sobrevivieron. (D) Nimero de células
apoptéticas cuantificadas por técnica de TUNEL en cortes de tejido cardiaco WT (arriba) e IL6KO
(abajo). (E) Tasa de sobrevida de animales WT (n = 20, linea negra) e IL6KO (n = 20, linea gris)
infectados (test Gehan Breslow Wilcoxon). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

En concordancia con el predominio de macréfagos M1 a 4 dpi, los niveles de las citoquinas
pro-inflamatorias IFN-y (factor que induce la maduracién a M1) y TNF aumentan
significativamente (Figura 8A), mientras que la produccién de IL-4 (citoquina polarizante al perfil
M2a) disminuye en tejido cardiaco WT (Figura 8B). Por otro lado, concomitante a la induccién

del fenotipo M2 de macréfagos, la produccion de IFN-y e IL-12p70 disminuye significativamente
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a 14 dpi en comparacién con 4 dpi. En conjunto estos resultados demuestran que los cambios
en los niveles de citoquinas pro- y anti-inflamatorias siguen la cinética del perfil de macréfagos
cardiacos.

Es importante destacar que los niveles cardiacos de IL-6 caen al dia 4, pero incrementan
desde 7 dpi en adelante, siguiendo la cinética de los macréfagos M2 (Figura 8C).

Ademas, en el corazén deficiente en IL-6, mientras la produccién de TNF aumenta, los
niveles de IL-4 e IL-10 bajan a 14 dpi, coincidente con el predominio de macréfagos M1 (Figura
8A y B). Los niveles de IFN-y no presentan cambios en los tiempos estudiados.

Estos resultados fuertemente sugieren que IL-6 es un factor clave para determinar la

respuesta inmune innata en tejido cardiaco infectado.
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Figura 8: Niveles de citoquinas cardiacas asociadas al perfil M1 (A), M2 (B) e IL-6 (C) determinadas por
ELISA normalizadas por la concentracién total de proteinas cardiacas en ratones WT (barras negras) e
IL6KO (barras grises). * p < 0,05; *** p < 0,001.
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IL-6 promueve la activacion alternativa de macrofagos

Teniendo en cuenta que los macréfagos IL6KO no desarrollaron un perfil M2 predominante
en los tiempos estudiados, se evalud si IL-6 es capaz de promover la activacidn alternativa de
macréfagos in vitro. Para ello se cultivaron macréfagos derivados de médula dsea (BMDM) con
IL-6 murina recombinante bioactiva (rmIL-6), observandose un incremento en el porcentaje de
macréfagos M2 a niveles comparables a los inducidos por IL-4 o IL-10 (Figura 9A), mientras
disminuye la frecuencia de macréfagos M1 (Figura 9B), concomitante con una disminucién en

los niveles de TNF y un incremento de IL-4 en los sobrenadantes de cultivo (Figura 9C).

Considerando que ADO, uno de los productos de degradacion del ATP induce en
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Figura 9: IL-6 promueve la activacidon alternativa de macréfagos.

Frecuencia de macréfagos WT M2 (A) y M1 (B) cultivados con rmliL-4, rmIL-6 o rmIL-10 o mantenidas
en medio por 96 horas. Niveles de TNF e IL-4 en sobrenadante de cultivo de macréfagos estimulados
con rmlL-6 o mantenidos en medio (C). * p < 0,05; ** p <0,01.

macrofagos cardiacos la polarizacion al perfil M2, ejerciendo un rol cardioprotectivo en modelos
de infarto e isquemia-reperfusion 82125126 eyaluamos si IL-6 es capaz de modular la via
purinérgica. Para ello se cultivaron BMDM WT y se observé que rmlIL-6 indujo un incremento en
la frecuencia de macréfagos que expresan CD39, sin modificar la expresion de CD73 (Figura 10A
y B). El mismo efecto se evidencié en BMDM IL6KO. En un total acuerdo con estos resultados,
se observé que la frecuencia de leucocitos CD39+ infiltrantes de corazdn era mayor en animales
WT comparado con animales IL6KO a 21 dpi (Figura 10C).

La capacidad de rhullL-6 de inducir CD39 también se observé en monocitos de pacientes
chagasicos (Figura 10D y E). En concordancia con nuestros estudios previos, observamos que
rmlL-6 falla en inducir el fenotipo M2 en BMDM con actividad deficiente de CD73 (Figura 10F).

Estos resultados sugieren que IL-6 es capaz de dirigir el cambio desde un ambiente
inflamatorio inducido por ATP a través de su metabolismo a ADO, generando un medioambiente

anti-inflamatorio.
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Los animales deficientes en IL-6 presentan un incrementado estrés oxidativo

Figura 10: IL-6 induce la activacidn alternativa de monocitos/macréfagos modulando la via purinérgica.
Frecuencia de BMDM CD39+ (A) y CD73+ (B) cultivados con rmIL-6 o mantenidos en medio. Porcentaje
de leucocitos infiltrantes de corazén CD39+ y CD73+ en animales WT (barras negras) e IL6KO (barras
grises) a 21 dpi (C). Estrategia de analisis para evaluar la expresion de CD39 en monocitos de pacientes
chagasicos (n=10) (D) y frecuencia de monocitos CD39+ y CD73+ luego del estimulo con rhullL-6 (E).
Porcentaje de BMDM M2 WT y CD73KO cultivados con rmIL-6 o mantenidos en medio (F). * p < 0,05; **
p <0,01; *** p <0,001.

La menor miocarditis observada en los animales deficientes en IL-6, evidenciada como un
menor infiltrado cardiaco (Figura 1), nos sugiere un ambiente mas permisivo para el crecimiento
parasitario. Sin embargo, por el contrario, tanto la parasitemia como la carga parasitaria
cardiaca fue menor en animales IL6KO en comparacién con animales WT (Figura 11).

Teniendo estos datos en cuenta, se evaluaron diferentes mediadores inflamatorios
plasmaticos que podrian estar ejerciendo actividad microbicida. Mientras no se observaron
cambios en los niveles plasmaticos de la mayoria de citoquinas testeadas entre ambas cepas de
animales (Figura 12), los animales IL6KO presentaron un incremento progresivo de los niveles
plasmaticos de IL-1B a lo largo de la cinética (Figura 13A) con un drastico incremento en los
niveles de NO comparado con animales WT a 4 y 21 dpi (Figura 13B). Simultdneamente, se
evidencié un incremento en la frecuencia de leucocitos circulantes productores de NO y ERO en

sangre periférica de animales IL6KO en comparacién con WT (Figura 13C y D), junto a una
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incrementada frecuencia de monocitos inflamatorios circulantes en sangre periférica, los

principales productores de especies reactivas (Figura 13E).
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Figura 11 Carga parasitaria en tejido cardiaco y parasitemia a 14 y 21 dpi en animales WT e IL6KO. ***
p < 0,001.
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Figura 12: Niveles plasmaticos de IL-6, IFN-y, TNF, IL-12p70, IL-10 e IL-4 determinados por ELISA en
animales WT e IL6KO a diferentes tiempos post-infeccidn.

Paralelamente, los niveles cardiacos de NO presentan un marcado aumento en animales
WT e IL6KO a 4 dpi, pero luego mientras que en tejido cardiaco WT disminuyen a lo largo de la
infeccidn, en tejido deficiente se mantiene incrementado (Figura 13F). Asimismo, la frecuencia
de monocitos circulantes y de macréfagos infiltrantes de tejido cardiaco iNOS+ fue mayor en
animales IL6KO (Figura 13G). Los niveles incrementados de especies reactivas llevaron a
mayores niveles cardiacos de malondialdehido (MDA) (marcador de dafio oxidativo) en animales

deficientes (Figura 13H). Teniendo en cuenta estos resultados, postulamos que las
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consecuencias toxicas del incrementado estrés oxidativo podrian ser las causantes de la

mortalidad observada en ausencia de IL-6.
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Figura 13: Los animales deficientes en IL-6 presentan incrementados niveles plasmaticos de IL-1B y
mayor produccién de NO cardiaco y sistémico.

Los niveles plasmaticos de IL-1B (A) y NO (B) y la produccién de NO (C) y ERO (D) en sangre periférica
fueron medidos por ELISA, reaccion de Griess y sondas fluorescentes respectivamente en animales WT
e IL6KO. Frecuencia de monocitos inflamatorios (CD11b+ Ly6C"8") en circulacién (E). Niveles cardiacos
de NO (F) en animales WT e IL6KO. *p < 0,05 WT vs IL6KO. Frecuencia de macrofagos cardiacos y
monocitos inflamatorios en circulacion que expresan iNOS (G) en animales WT e IL6KO a 4 dpi.
Cromatogramas representativos y cuantificacién de los niveles de MDA determinados por HPLC en
lisados de tejido cardiaco y normalizados por la concentracidon de proteinas cardiacas en animales WT e
IL6KO a 14 dpi (H). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

IL-6 regula la produccion de 6xido nitrico a través de la modulacion de IL-1B

Considerando el incrementado ambiente oxidante en los animales deficientes en IL-6 nos
propusimos determinar el mecanismo por el cual la misma inhibe la produccion de NO. Para ello
cultivamos BMDM con LPS (estimulante de la produccion de especies reactivas), en combinacion
con rmlL-6 o con anti-IL-1pB. El estimulo con IL-6 fue capaz de disminuir tanto la frecuencia de

macroéfagos productores de NO como su produccion en células estimuladas con LPS. El mismo
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efecto se observé cuando se bloquea IL-1B, evidenciando que la inhibicion de esta citoquina
frena la produccion de NO (Figura 14A).

Para corroborar que el efecto anti-oxidante de IL-6 es dependiente de la activacidn del
inflamosoma, estimulamos BMDM deficientes en NLRP3 (NLRP3KO) con LPS en combinacion o
no con rmiL-6. El tratamiento con dicha citoquina no fue capaz de disminuir el estrés oxidativo
inducido por LPS en estos cultivos (Figura 14B), por lo que IL-6 lleva a cabo su funcién anti-
oxidante via la inhibicidon de la produccion de IL-1B8. Ademas, es importante destacar que los
niveles de NO en sobrenadantes de cultivo de macréfagos WT fueron significativamente
mayores que en macréfagos NLRP3KO (Figura 14C), evidenciando que la producciéon de NO es
altamente dependiente de la activacién del inflamosoma.

Para comprobar que el efecto de IL-6 es independiente del estimulo que induce estrés
oxidativo, BMDM fueron infectados con T. cruzi y luego estimulados o no con rmlL-6.
Observamos que dicha citoquina es capaz de inducir tanto una disminucion en la frecuencia de
células productoras de NO (Figura 14D), como en la frecuencia de macréfagos iNOS+ (Figura
14E). El tratamiento con un anticuerpo bloqueante de IL-13 también disminuye el porcentaje de
BMDM que expresan iNOS inducida por la infeccidon (Figura 14E).

Finalmente, rhull-6 fue capaz de disminuir la frecuencia de monocitos productores de NO
al infectar in vitro sangre entera de pacientes controles y chagasicos (Figura 14F).

Con el objetivo de confirmar si IL-6 ejerce su rol anti-oxidante in vivo, tratamos animales
ILBKO con una inyeccidn subcutdnea de rhull-6. El tratamiento con IL-6 es capaz de disminuir
significativamente los niveles sistémicos de IL-1B y NO (Figura 15), confirmando que IL-6 inhibe

ambos mediadores inflamatorios.
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Figura 14: IL-6 regula la produccién de NO al modular los niveles de IL-1p.

BMDM WT (A) y NLRP3KO (B) fueron cultivados con LPS solo o en combinacién con rmiL-6 o en
combinacién con anti-IL-18 por 24 horas y se evalud la frecuencia y produccion de NO por sonda
fluorescente. Los niveles de NO en sobrenadante de cultivo (C) fueron determinados con reactivo de
Griess. Frecuencia de BMDM productores de NO luego de la infeccidn in vitro con T. cruzi y cultivados o
no con rmiL-6 (D). Frecuencia de BMDM infectados in vitro que expresan iNOS luego del estimulo con
rmlL-6, anti-IL-1B o mantenidos en medio (E). Porcentaje de monocitos/macréfagos de sangre periférica
de donantes que producen NO luego de la infeccidn y/o estimulo con rhullL-6 (F). * p < 0,05; ** p <0,01;
*** n<0,001.
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La inhibiciéon de la produccion de NO incrementa la sobrevida de animales
deficientes en IL-6 infectados

Con el objetivo de evaluar si el incrementado estrés oxidativo es el que causa la muerte de

los animales deficientes infectados, les administramos L-NAME (inhibidor especifico de la

produccién de NO) en agua de bebida por 7 dias desde el dia de infeccion. Observamos que al

dia 22 post-infeccidn el 100% de los animales sobrevive, presentando una sobrevida de 29% a

los 65 dpi (Figura 16).

60 A

40 -

% Sobrevida

20 A

-®- IL6KO
- |IL6KO+L-NAME

10

20 30 40
Dias post-infeccion

50

60

Figura 16: IL-6 inhibe Ia
produccion letal de éxido nitrico.
Tasa de sobrevida de animales
IL6KO e IL6KO infectados tratados
con L-NAME (IL6KO+L-NAME) en
agua de bebida por 7 dias (test
Gehan-Breslow-Wilcoxon). *** p
<0,001.

Estos resultados en conjunto demuestran claramente que IL-6 es capaz de frenar el estrés

oxidativo altamente tdxico que causa la muerte de animales deficientes en esta citoquina frente

a la infeccion.
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Conclusiones parciales del Capitulo Il

Conclusiones parciales del Capitulo Il

e |L-6 determina el influjo de células inflamatorias al miocardio infectado

e |L-6 promueve la activacién alternativa de macréfagos en tejido cardiaco
infectado induciendo la maquinaria metabdlica para degradar ATP

e Los animales deficientes en IL-6 presentan menor carga parasitaria y un
incrementado estrés oxidativo

e |L-6 regula la produccion de 6xido nitrico a través de la modulacién de IL-1

e La inhibicion de la produccién de o6xido nitrico incrementa la sobrevida de

animales deficientes en IL-6 infectados

Fenotipo M2 Arginina

IL-6

ATP/ADP l EQES Arginasa-1'
*

NO

Macroéfago
cardiaco
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Capitulo Ill:

IL-6 promueve sensibilizacion a la insulina
controlando desérdenes metabdlicos inducidos por

la infeccidn con Trypanosoma cruzi

54



Objetivos Capitulo llI

Considerando los numerosos reportes que describen cémo las especies reactivas
regulan la funcidn celular resultando en inflamacién e insulinorresistencia, y que IL-6 posee un
marcado efecto anti-oxidante, nos planteamos evaluar el papel de IL-6 en el desarrollo del

sindrome metabdlico.

Objetivos
General: Caracterizar el rol de IL-6 en el desarrollo de desérdenes metabdlicos en

la infeccion experimental por Trypanosoma cruzi.

Especificos:

1. Evaluar el estado metabdlico de los ratones deficientes en IL-6 a lo largo de la
infeccidn con Trypanosoma cruzi.

2. Caracterizar el impacto de la deficiencia de IL-6 en el perfil de macréfagos
infiltrantes de tejido adiposo visceral como odrgano enddcrino sensor de
insulinorresistencia.

3. Estudiar comparativamente la existencia de dafio renal y hepatico en animales
deficientes y salvajes durante la infeccidn.

4. Caracterizar el rol de IL-6 en la sensibilidad a la insulina modulando la expresién

de los receptores CD36 y TLR4.
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Los animales deficientes en IL-6 presentan insulinorresistencia aguda

El estudio de la potencial participacion del estrés oxidativo en el desarrollo del sindrome
metabdlico presenta un incrementado interés en el ultimo tiempo. Resultados recientes
demuestran que el aumento en el estrés oxidativo tendria un importante rol en manifestaciones
asociadas al sindrome metabdlico incluyendo aterosclerosis, hipertensidn y diabetes tipo 2 1%/,

y en insulinorresistencia 18

sugiriendo que el incremento de las especies oxidantes seria un
evento temprano en la patologia de estas enfermedades crdnicas, mas que una mera
consecuencia.

Teniendo en cuenta el dramatico estrés oxidativo sistémico observado en animales
infectados deficientes en IL-6 (Capitulo Il), nos propusimos evaluar pardmetros metabdlicos.

En cuanto a los pardmetros morfométricos, los animales deficientes en IL-6 presentaron
menor peso corporal al dia 4 y 14 post-infeccién en comparacién con ratones WT (Figura 1A).
Mientras que a todos los tiempos estudiados, el porcentaje de tejido adiposo visceral (TAV) fue

mayor en los animales IL6KO (Figura 1B) como puede observarse en la imagen representativa

de la Figura 1C.
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Figura 1: Los animales deficientes en IL-6 presentan un incremento en tejido adiposo visceral.

(A) Peso corporal y (B) porcentaje de TAV relativo al peso de animales WT (linea negra) e IL6KO (linea
gris) a diferentes tiempos post-infeccion. (C) Fotografias representativas de TAV en animales WT e IL6KO
a 14 dpi. ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Al evaluar diferentes pardmetros metabdlicos, observamos previo a la infecciéon un
incremento en los niveles de triglicéridos, mientras que el colesterol y la glucemia aumentan en
animales IL6KO, a 7 dpi y a 14 dpi respectivamente (Figura 2A, B y C). Interesantemente, los
niveles de insulina fueron mayores en plasma de los animales deficientes (Figura 2D),
evidenciando resistencia aguda a la insulina. El aumento de glucemia y de insulina en los
animales IL6KO evidencian una resistencia a la insulina aguda.

A pesar de que los niveles de acido lactico fueron mayores en plasma de animales

deficientes en IL-6 a 14 dpi, el pH plasmatico fue mayor (Figura 2E y F). Ademas, los niveles de
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potasio fueron menores en animales ILBKO en todos los tiempos estudiados (Figura 2G),
sugiriendo que el eflujo de potasio actuaria como mecanismo de activacion del inflamosoma.

Estos resultados nos sugieren que la IL-6 seria clave para la regulacién de la sensibilidad a
la insulina, por lo que los animales deficientes en IL-6 presentarian sindrome metabdlico.

A B

150 300 C 200
3 2
= ! = 150 *
100 * * £ 200 %% g
E - E 1
3 B g 100
-] 5 = °
2 50 £ 100 E}
2 2 @ 50
] £

0 0
T T T T J y T T J
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Dias post-infeccion Dias post-infeccion Dias post-infeccion

D E 150 F 78 G
0.6 7
* ) o - WT

- 3 76 _ -#- ILBKO
2 kS * 46 *
= 0.4 £ 100 * 3
2 o * 7.4 £ *
= 2 E # E
g 2 %2 s°
502 o 50 £ g K
@ k-] S 4
= < 7.0 o

0.04 04 T T T T 1 6.8 3L T T T T 1

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 WT  IL6KO 0 5 10 15 20 25
Dias post-infeccion Dias post-infeccion Dias post-infeccion

Figura 2: Los animales deficientes en IL-6 presentan incrementados niveles de glucemia y de insulina.
Niveles de colesterol (A), triglicéridos (B), glucosa (C) e insulina plasmaticos (D) y acido lactico (E), pH
(F) y potasio (G) evaluados en animales WT e IL6KO a diferentes tiempos post-infeccion. * p < 0,05; **
p <0,01; *** p < 0,001.

El tejido adiposo visceral de animales deficientes en IL-6 presenta mayor
numero de macréfagos M1 e incrementado estrés oxidativo

Teniendo en cuenta que el tejido adiposo es el drgano que responde primero a la resistencia
a la insulina, evaluamos alli poblaciones de macrofagos. Se observé mayor nimero de

macréfagos M1 (Figura 3B) y mayor frecuencia de leucocitos productores de NO en TAV

deficiente en IL-6 (Figura 3C).
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Figura 3: Los leucocitos de TAV deficiente en IL-6 producen mas Oxido nitrico.
Frecuencia relativa de macrofagos M2 (A), nimero absoluto de macrdfagos M1 (B) y porcentaje de
leucocitos productores de NO (C) infiltrantes de TAV WT (n = 5) e IL6KO (n = 4) a diferentes tiempos

post-infeccion. * p < 0,05 WT vs IL6KO. Cada punto representa el promedio de los animales de cada
cepa estudiados a cada tiempo.
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En linea con resultados previos, evidenciamos como la composicion de macréfagos en
tejido adiposo es dindmica y modulan la sensibilidad a la insulina. Mientras los macréfagos M2
son inmunoregulatorios, los M1 interrumpen la sensibilidad a la insulina en TAV y generan mas

inflamacién a través de la produccion de especies reactivas.

La ausencia de IL-6 se asocia a incrementado daio renal

En linea con lo expuesto previamente, reportes previos proponen que el estrés oxidativo
seria un evento temprano en el desarrollo del sindrome metabdlico y no una simple
consecuencia del aumento de la glucemia. El estrés oxidativo es mayor en pacientes con
alteraciones en la funciéon renal, llevando a disfuncién endotelial. Teniendo estos datos en
cuenta, nos planteamos evaluar si los animales deficientes en IL-6 presentaban alteraciones en
la estructura y funcionalidad renal como consecuencia del gran estrés oxidativo y de la
sobrecarga de glucosa.

Paralelamente con el incremento dramatico en los niveles de CK total en los animales
deficientes (Capitulo 1l), indicativo de falla renal, se observaron mayores niveles de creatinina
plasmatica al dia 14 post-infeccién en los animales IL6KO comparado con los animales WT

(Figura 4A). El analisis de microscopia electrénica evidencié mayor dafio en animales deficientes
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Figura 4: Los animales deficientes en IL-6 presentan incrementado daiio renal.

Niveles plasmaticos de creatinina (A), GOT (C) y GPT (D). Imagenes representativas de cortes semifinos
(arriba) y microscopia electrénica (abajo) de tejido renal WT (izquierda) e IL6KO (derecha) a 14 dpi (B). ***
p < 0,001. Los puntos representan el promedio del grupo de animales de cada cepa a los diferentes tiempos
post-infeccidn.
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en IL-6 (Figura 4B). Mientras, los niveles plasmaticos de transaminasas hepdticas fueron

similares entre ambas cepas en todos los tiempos estudiados (Figura 4Cy D).

La deficiencia de IL-6 se asocia a una mayor expresion de TLR4 y de CD36 en
células fagociticas mononucleares circulantes

Teniendo en cuenta el incrementado estrés oxidativo sistémico y cardiovascular descripto
en animales deficientes en IL-6, es posible pensar que los lipidos circulantes, en particular LDL
son mas susceptibles a sufrir oxidacion. En linea con esto, evaluamos la expresion del receptor
basurero CD36 por su reportada capacidad para captar LDL oxidadas presentando como
consecuencia disfuncion de células tubulares, dafno mitocondrial de podocitos vy
consecuentemente, disminucién de la funcién renal %, Evidenciamos a lo largo de la infeccidn
una mayor expresion de CD36 en leucocitos deficientes en IL-6 en comparacién con los WT
(Figura 5A), particularmente en la poblacién de monocitos (Figura 5B).

Recientes reportes proponen que CD36 dispararia la produccidn de IL-1p via activacion del
heterodimero TLR4/TLR6 en respuesta a LDL oxidadas, sugiriendo que CD36 facilitaria la
activacion del inflamosoma 3,

Teniendo esto en cuenta y considerando que se reportd un incremento en la expresion de
TLR4 en monocitos y neutréfilos de pacientes con falla renal, que ratones deficientes en TLR4
desarrollan menos fibrosis renal, y que se encuentran en desarrollo numerosos trial clinicos que
proponen el bloqueo de TLR4 como tratamiento de enfermedades cardiovasculares, evaluamos
la expresion de este RRP en células circulantes de animales infectados. En linea con la literatura,
observamos una mayor frecuencia de monocitos en sangre periférica, macréfagos cardiacos y
macrofagos en TAV TLR4+ de animales deficientes en IL-6 en comparacidn con animales WT a

14 dpi (Figura 5C, Dy E).
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Figura 5: Los animales IL6KO presentan mayor expresion de TLR4 y de CD36 en células fagociticas
mononucleares circulantes.

Frecuencia de leucocitos CD36+ evaluado a lo largo de la cinética (A) y monocitos de sangre periférica
CD36+ (B) y TLR4+ (C) a 14 dpi. Porcentaje de macréfagos TLR4+ en tejido cardiaco (D) y tejido adiposo
visceral (E) WT e IL6KO a 14 dpi. ** p < 0,01; *** p < 0,001.

IL-6 regula la sensibilidad a la insulina inhibiendo la expresion de CD36

Teniendo en cuenta reportes previos que le asignan a la sefalizacion de CD36 una
disminucién en la respuesta a la insulina, nos propusimos evaluar si IL-6 es capaz de modular
dicha via. Para ello se cultivaron BMDM WT con IL-6, con T. cruzi, T. cruzi e IL-6 o0 se mantuvieron
en medio. Observamos que tanto rmlL-6 como la infeccion fueron capaces de inducir una
disminucién en la frecuencia de células que expresan CD36 (Figura 6A).

En linea con los resultados obtenidos, mientras el cultivo con T. cruzi induce una
disminucién en la frecuencia de células que expresan el receptor de insulina (frenando la
sensibilidad), el agregado de rmiIL-6 a los cultivos infectados restituye la capacidad de

respuesta/sensibilidad a la insulina (Figura 6B).
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Figura 6: IL-6 induce sensibilidad a la insulina.
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Frecuencia de BMDM CD36+ (A) e IR+ (B) evaluado por citometria de flujo luego del tratamiento con
rmlIL-6, T. cruzi (1:1), ambos o mantenidos en medio por 24 horas. ** p < 0,01; *** p < 0,001.

El efecto de IL-6 de disminuir la expresion de CD36 -receptor de LDL- en macroéfagos

develaria el mecanismo a través del cual esta citoquina frena la activacion del inflamosoma, el

incrementado estrés oxidativo y finalmente, la consecuente resistencia a la insulina.
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Conclusiones parciales del capitulo Il

e La deficiencia de IL-6 lleva a insulinorresistencia aguda evidenciada por un
incremento de insulina, pero también de glucosa

e Los animales deficientes en IL-6 presentan incrementado estrés oxidativo en
tejido adiposo visceral y mayor dafo renal

e Los animales deficientes en IL-6 presentan mas frecuencia de
monocitos/macrofagos CD36+ y TLR4+

e |L-6 disminuye la expresidn de CD36, restituyendo la sensibilidad a la insulina

62



Capitulo IV:

Interleuquina-6 revierte la disfuncion de
linfocitos citotdxicos en la enfermedad de

Chagas humana
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Objetivos Capitulo IV

Teniendo en cuenta que se reportd una menor frecuencia de células T CD8+
especificas en pacientes con cardiopatia chagasica en comparacién con aquellos
asintomaticos, conocer la calidad de la respuesta citotdxica durante la enfermedad de
Chagas es determinante para comprender y poder determinar el progreso de dicha

patologia.

Objetivos
General: Caracterizar la respuesta efectora de linfocitos T citotéxicos en pacientes

con enfermedad de Chagas crdnica asintomaticos.
Especificos:

1. Evaluar la frecuencia de poblaciones de linfocitos circulantes y su susceptibilidad
a la muerte celular en pacientes seropositivos y donantes controles.

2. Determinar la produccién de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno y sus
consecuencias funcionales en las células de pacientes chagasicos y donantes controles.

3. Evaluar los niveles de citoquinas y mediadores solubles en plasma.

4. Analizar los mecanismos gatillados por IL-6 en células mononucleares de

donantes controles infectadas in vitro.
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Los pacientes seropositivos presentan un menor nimero de linfocitos T CD8+
en sangre periférica

Un total de 46 muestras de sangre periférica de donantes seronegativos y seropositivos de
ambos sexos que viven en Cdrdoba (Argentina) y cumplen con los criterios de inclusion y
exclusién (ver anexo 1), se analizaron para detectar anticuerpos especificos contra T. cruzi por
ELISA y hemaglutinacidn indirecta (Tabla I). La mediana de titulo para anticuerpos anti-T. cruzi
detectados por HAI fue 1/256 (titulo de corte local 1/32). Sélo un paciente presentd bloqueo
completo de la rama derecha, hemibloqueo anterior izquierdo y dilatacidn auricular izquierda,
caracteristicas clinicas de cardiomiopatia chagasica. Los pacientes seropositivos mostraron un
porcentaje y numero absoluto de linfocitos T (CD3+) en sangre periférica significativamente
menor en comparacion con los donantes seronegativos. Si bien no se observaron diferencias en
el porcentaje y numero absoluto de células T cooperadoras (CD3+ CD4+), la frecuencia y nimero
de células T citotdxicas (CD3+ CD8+) fueron significativamente mds bajos en pacientes
seropositivos que en seronegativos (Tabla Il), no evidencidndose diferencias en el nimero de

linfocitos B (CD20+) entre los grupos analizados (Tabla Il).

Donantes Controles Pacientes Chagasicos

(n=24) (n=22)
Edad (afios)
Rango 25-60 25-48
Mediana 30 32
Género
Femenino n=16 n=17
Masculino n=8 n=5
Evaluacion clinica
Cambios electrocardiograficos NE n=1*
Cambios ecocardiogréaficos NE n=1"%
Anormalidades en rayos X NE n=0

* Bloqueo Completo de Rama Derecha y hemibloqueo anterior izquierdo
# Dilatacion leve de auriculaizquierda
NE No evaluado

Tabla I: Datos clinicos y demograficos de donantes controles y pacientes chagdasicos.
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Donantes Controles Pacientes
(n=15) chagasicos (n=8) Valor de p

Subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica

CD3+ (%) 58,6 + 3,9 432+53 *p = 0,03
CD3+/pL (Nimero absoluto) 1139 + 102 754 £ 135 *p = 0,04
CD3+CD4+ (%) 58,7+ 3,7 57,6+2,0 p =0,84
CD3+CD4+/uL (Numero absoluto) 600 + 72 535+ 65 p =0,59
CD3+CD8+ (%) 399+35 30,74 £ 2,20 *p = 0,04
CD3+CD8+/uL (Numero absoluto) 381 +56 193 £ 32 *p = 0,049
CD20+ (%) 141+15 123+1,6 p = 0,44
CD20+/uL (Numero absoluto) 305 +40 218 +32 p =0,16

Los valores estan expresados como media + error estandar
* p<0,05 es significativo

Tabla II: Frecuencia y nimero absoluto de linfocitos T (CD3+), linfocitos T cooperadores
(CD3+ CD4+), linfocitos T citotdxicos (CD3+ CD8+) y linfocitos B (CD20+) en sangre periférica de
donantes controles y pacientes chagasicos.

Los linfocitos T citotoxicos de pacientes chagasicos presentan mayor muerte
celular y menor expresion de la molécula anti-apoptética Bcl-2

Teniendo en cuenta el menor nimero de células citotdxicas circulantes en pacientes
chagdsicos, evaluamos si estas células presentaban mayor muerte celular. A través de tincion
con Annexina V y 7-AAD observamos que los linfocitos T CD8+ de pacientes chagasicos
mostraron un disminuido porcentaje de células viables (Annexina V- 7-AAD-), y
concomitantemente, una tasa mas alta de células apoptéticas (Annexina V+ 7-AAD-) y necrdticas
(Annexina V+/- 7-AAD+) en comparacidn con donantes controles (Figura 1A). En concordancia,
la expresidon de la proteina anti-apoptética Bcl-2 fue significativamente mayor en los linfocitos

citotéxicos de individuos seronegativos (Figura 1B).

Con el objetivo de evaluar qué poblacién de células citotdxicas es las mas susceptible a la
muerte celular, realizamos tincidon con anti-CCR7 y anti-CD45RA vy utilizamos la estrategia de
seleccién de células (gate) representada en la Figura 2A. Entre las células T citotdxicas de
pacientes chagdasicos, las células virgenes (naive) fueron el fenotipo mas susceptible a la muerte
(células viables vs células no viables: 24,53 + 6,11 vs 62,48 + 3,95%). Por el contrario, las células
T citotéxicas de memoria efectora mostraron un aumento significativo de la tasa de viabilidad
(células viables vs células no viables: 49,75 + 3,06 vs 19,48 + 2,45%) (Figura 2B). La frecuencia de
las células naive negativas para la expresion intracelular de Bcl-2 fue significativamente menor
que las células naive Bcl-2+ (Bcl-2+ vs Bcl-2-: 9,95 + 0,87 vs 17,67 + 2,07) (Figura 2C). Ademas, el
porcentaje de células CD8+ de memoria efectora fue mayor en sujetos chagdsicos en

comparacién con donantes seronegativos (Figura 3).
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Figura 1: Los linfocitos T citotoxicos de pacientes seropositivos presentan mayor muerte celular y
menor expresion de la molécula anti-apoptética Bcl-2.

(A) Porcentaje de células CD3+ CD8+ viables y apoptdticas/necréticas analizadas por tincién de
Annexina-V y 7AAD en pacientes seropositivos (n=5) y donantes seronegativos (n=8). (B) Histograma
representativo y frecuencia de células Bcl-2+ en subpoblacién de linfocitos CD3+ CD8+ de pacientes
seropositivos (linea gris clara; n=5) y donantes seronegativos (linea gris oscura; n=5). * p < 0,05; ** p <

0,01.
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Figura 2: Las células CD8+ naive presentan mayor muerte celular.

(A) Grafico de densidad representativo que muestra la estrategia para dividir las poblaciones de
células T CD8+ (naive, memoria central (CM), la memoria efectora (EM) y memoria terminalmente
diferenciada (EMRA). (B) Frecuencia de células CD8+ virgenes/naive, memoria central (CM), memoria
efectora (EM) y memoria efectora terminalmente diferenciada (EMRA) en linfocitos CD8+ viables
(7AAD-) o no viables (7AAD+) de pacientes seropositivos (n = 4) (naive viable vs naive no viable p =
0,002; EM viable vs EM no viable p= 0,0002). (C) Frecuencia de células CD8+ virgenes/naive, CM, EM
y EMRA en linfocitos Bcl-2+ o Bcl-2- de pacientes chagdsicos (n = 4) (Bcl-2+ naive vs Bcl-2- naive p =

0,0123).
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Figura 3: Los pacientes seropositivos
mostraron un mayor porcentaje de células T
CD8+ de memoria efectora.

Frecuencia de subpoblaciones de células T
CD8+ en pacientes seropositivos vy
seronegativos (%EM% en los donantes control
vs %EM en sujetos seropositivos p = 0,047).
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Los pacientes chagasicos presentan una mayor frecuencia de leucocitos
productores de oxido nitrico en sangre periférica

Teniendo en cuenta que observamos que la infeccidn in vitro con trypomastigotes de
sangre entera de donantes controles y de pacientes chagasicos aumenté significativamente el
porcentaje de leucocitos productores de NO y ERO (Figura 4), nos propusimos evaluar la
produccién de dichas especies oxidantes en pacientes con enfermedad de Chagas crdnica. Se
observé que los pacientes seropositivos muestran un mayor porcentaje de leucocitos
productores de NO (Figura 5A), con una mayor produccion de NO por célula (Figura 5B). En
concordancia con reportes previos, no se observaron diferencias significativas en los niveles
plasmaticos de NO en comparacion con los sujetos seronegativos (Figura 5C), ni en los leucocitos

productores de ERO (Figura 5D).

o
(=]
1

40- .

304

20+

10+
-+

Medio T. cruzi

de ERO
g

100+

&~
(=]
1
-~
oW
1

75+

@
(=]
L

504 504

N
=]
1

=
(=]
1

251 254

—=n
e—
0-_4
Medio T.cruzi
Donantes Seronegativos Pacientes Seropositivos

=

Medio T.cruzi

o
1

0'_I_I_
Medio T.cruzi

% Leucocitos productores de NO
% Leucocitos productores de NO
% Leucocitos productores de ERO

% Leucocitos productores

Donantes Seronegativos Pacientes Seropositivos

Figura 4: La infeccidn in vitro con Trypanosoma cruzi induce la produccion de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno.
Frecuencia de leucocitos productores de NO y ERO luego de la infeccidn in vitro con Trypanosoma

cruzi de sangre periférica de donantes controles (n = 15) y pacientes seropositivos (n = 8) por 24 horas.
*
p <0,05.
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Figura 5: Los pacientes chagasicos presentan una mayor frecuencia de leucocitos productores de xido
nitrico en sangre periférica.

Porcentaje de leucocitos productores de 6xido nitrico (A) y de ERO (D) de pacientes seropositivos (n =
15) y donantes seronegativos (n = 20). (B) Intensidad de fluorescencia media (IFM) de dxido nitrico en
leucocitos de pacientes seropositivos (n = 11) y donantes controles (n = 20). (C) Niveles de éxido nitrico
medido con reactivo de Griess en plasma de pacientes seropositivos (n = 14) y seronegativos (n = 14). *
p < 0,05; ** p < 0,01.

Los pacientes chagasicos presentan mayor nitracion de residuos tirosina en las
células T CD8+

Con el objetivo de medir el efecto del incrementado estrés oxidativo observado en los
pacientes seropositivos, se evalud el dafio causado en las proteinas analizando la nitracion de
residuos tirosina (NT) utilizando un anticuerpo fluorescente que reconoce NT en la superficie de
células inmunes circulantes a través de citometria de flujo. La NT fue significativamente menor
en leucocitos, linfocitos y células T (Figura 6A) y particularmente en linfocitos T CD8+ y CD8-
(Figura 6B) de donantes no chagdsicos comparado con pacientes chagasicos. Sin embargo, en
éstos pacientes el efecto fue significativamente mayor en la superficie de linfocitos T CD8+ en
comparacién con las células T CD8- (Figura 6C). Entre las células citotdxicas nitradas de pacientes
chagasicos, se identificaron a los linfocitos naive como la principal subpoblacién que sufre
nitracion de tirosina (NT+ vs NT- 81,45 + 3,00 vs 6,50 + 1,61%). Por el contrario, la mayoria de
las células no nitradas (NT-) fueron células T CD8+ de memoria efectora (NT+ vs NT-5,73 + 1,22

vs 66,33 + 4,46%) (Figura 6D).
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Figura 6: Los linfocitos T CD8+ de pacientes chagasicos presentan mayor nitracion de residuos
tirosina.

(A) Porcentaje de leucocitos, linfocitos y linfocitos T nitrados (NT +) de pacientes seropositivos (n = 6)
y seronegativos (n = 6). Dot blots representativos de la expresion de NT en linfocitos T CD8+ de
donantes no chagasicos (izquierda) y pacientes chagdsicos (derecha). (B) Porcentaje de linfocitos T
CD8+ y CD8- nitrados. (C) Porcentaje e IFM de linfocitos T CD8+ y CD8- NT+ en pacientes chagasicos (n
=5). * p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. (D) Frecuencia de células T CD8+ naive, CM, EM y EMRA NT+
o NT- de pacientes chagasicos (n = 4) (% naive NT+ vs % naive NT- p <0,0001; %EM NT+ vs %EM NT- p
<0,0001).

La nitracion conduce a la disfuncionalidad de las células T citotoxicas

La mayor nitracion superficial de la poblacidn citotdxica indicaba una menor funcionalidad

por lo que nos propusimos evaluar la activacion celular que presentaban las diferentes

subpoblaciones de linfocitos T en pacientes chagasicos. A pesar de que los linfocitos T CD4+ de

pacientes seropositivos y seronegativos mostraron niveles similares de expresién de la cadena {

de TCR, las células T citotéxicas mostraron una menor expresion de TCR{ en pacientes

chagasicos, en comparaciéon con donantes controles (Figura 7A), indicativo de una menor
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capacidad de activacion. En consonancia con estas observaciones, la poblacion de células T CD8+
de pacientes seropositivos muestra una menor frecuencia de células CD107a+ (marcador de
degranulacién), asi como de células productoras de IFN-y, TNF e IL-2 después de la estimulacidn
con PMA/ionomicina (estimulo inespecifico) en comparacién con la misma poblacion celular de
individuos seronegativos (Figura 7B). Ademas, después de la activacidén de células de pacientes
chagésicos via TCR con anti-CD3/anti-CD28, el porcentaje de células T CD8+ CD107a+, y
productoras de IFN-y, TNF e IL-2 es significativamente menor en células nitradas (NT+) en
comparacién con células no nitradas (NT-) (Figura 7C). El mismo comportamiento se observa
cuando comparamos la funcionalidad de las células T CD8+ nitradas vs no nitradas en las
subpoblaciones EM-EMRA (datos no presentados). Estos resultados indican que la nitracion se
asocia a una menor funcionalidad de las células citotdxicas en pacientes chagdsicos. Aunque las
células T citotoxicas son menos funcionales, no parecen ser una poblacién clasicamente
agotada, ya que la expresidon de los receptores inhibitorios que describen el agotamiento (CTLA-
4, PD-1 y Tim-3) no presenta incremento en comparacién con células T CD8+ de sujetos

seronegativos (Figura 8).
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Figura 7: La nitracidn induce disfuncionalidad de células T citotdxicas de pacientes seropositivos
(A) IFM de TCR T en linfocitos T CD4+ y CD8+ en pacientes seropositivos y seronegativos. (B)
Porcentaje de células T CD8+ CD107a+ y productoras de IFN-y, TNF y IL-2 luego del estimulo
inespecifico PMA/ionomicina en pacientes chagasicos (n=5) y donantes control (n=5). (C) Frecuencia
de linfocitos T CD8+ NT+y NT- CD107a+, productores de IFN-y, TNF e IL-2- de pacientes seropositivos
(n = 4) después de la estimulacion con anti-CD3 + anti-CD28. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Figura 8: Las células T CD8+ de
pacientes seropositivos no presentan
mayor frecuencia de receptores
inhibitorios asociados a un fenotipo
agotado.

Frecuencia de PD-1, Tim-3 y CTLA-4 en
células CD8+ de pacientes chagasicos
(n = 4) y donantes controles (n = 4)
después de la estimulacion de CMSP
con anti-CD3 y anti-CD28 por 72 horas.
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Los pacientes chagasicos presentan incrementados niveles plasmaticos de IL-1

Los niveles plasmaticos de citoquinas fueron evaluados por citometria de flujo empleando
un panel de anticuerpos de captura adheridos a perlas. Si bien no se observan diferencias entre
las concentraciones de IL-6, TNF, IL-4 e IFN-y, los niveles de IL-1pB fueron mayores y la cantidad

de IL-10 fue menor en plasma de sujetos seropositivos comparado con donantes control (Figura

9).
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Figura 9: Los pacientes seropositivos presentan incrementados niveles plasmaticos de IL-1p.
Niveles plasmaticos de IL-6, IL-1B, IL-10, TNF, IFN-y e IL-4 en pacientes seropositivos (n=18) y
donantes control (n=15). * p < 0,05.

La IL-6 previene la nitracion de células T CD8+ y disminuye la produccion de IL-
1B por CMSP infectadas in vitro

Teniendo en cuenta que habiamos comprobado que IL-6 posee un potente rol anti-oxidante

en el contexto de la infeccion experimental (capitulo I1), nos propusimos evaluar si esta citoquina
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es capaz de disminuir la nitracidn inducida por la infeccidn en células T citotéxicas humanas. La
estimulacién con IL-6 de CMSP de donantes controles infectadas in vitro disminuye la NT
inducida en células CD3+ CD8+. Por el contrario, el tratamiento de estos cultivos con un
anticuerpo bloqueante especifico para IL-6 (alL-6) aumenta el porcentaje de células NT+
inducido por el parasito (Figura 10A). Ademas, el tratamiento con IL-6 rescata a las células T
CD8+ infectadas de la apoptosis incrementando su sobrevida (Figura 10B). Concomitantemente,
mientras que la estimulacién con IL-6 disminuyd los niveles de IL-1B en sobrenadantes de cultivo
de CMSP infectadas, el tratamiento con allL-6 aumentd la produccién de IL-1B (Figura 10C).
Ademas, aunque la estimulacién con IL-6 no afectd los niveles de NO en sobrenadantes de
cultivo, su bloqueo aumenté significativamente la produccidén de NO inducida por T. cruzi (Figura
10D). Por otro lado, la estimulacién con IL-6 disminuyd la nitracion en células CD3+ CD8+ de

sangre periférica de pacientes seropositivos infectada (Figura 11).
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Figura 10: La IL-6 previene la nitracion de células T CD8+ y disminuye la producciéon de IL-1f por
CMSP infectadas in vitro.

Porcentaje de células CD3+CD8+ (A) NT+ y (B) viables evaluadas por la tincion con Annexina -V'y
7AAD estimuladas con T. cruzi, T. cruzi + IL-6 6 T. cruzi+alL-6. Niveles de (C) IL-1B y (D) NO en
sobrenadantes de CMSP de donantes controles estimuladas con T. cruzi, T. cruzi + IL-6 & T. cruzi +
alL-6 por 48 horas. * p < 0,05; ** p < 0,01.

251
* %

Figura 11: La IL-6 previene la nitracién de células T
CD8+ de pacientes chagdsicos.

Porcentaje de células CD3+ CD8+ NT+ en sangre
periférica de pacientes chagasicos (n = 2) cultivada
15 con T. cruzio T. cruzi+IL-6 por 24 horas. ** p < 0,01.

204

%Linfocitos NT+

10 T T
T.cruzi T.cruzi+IL-6 Corroborando nuestras observaciones en modelos

experimentales el bloqueo conjunto de IL-6 e IL-1 disminuyd significativamente el porcentaje
de células T CD8+ nitradas en comparacion con cultivos incubados sélo con anti-IL—6 (Figura
12A), paralelamente el porcentaje de monocitos productores de NO disminuyd
significativamente cuando ambas citoquinas fueron bloqueadas comparadas con la inhibicion

de IL-6 solamente (Figura 12B).
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Figura 12: El bloqueo de IL-6 e IL-1f
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Estos estudios claramente demuestran que la inhibicién de IL-1B ejercida por IL-6 es capaz
de frenar el dafio molecular causado por el gran estrés oxidativo generado en la enfermedad de
Chagas croénica, evidenciando un mecanismo clave para frenar la disfuncién de células

determinantes en la respuesta frente al Trypanosoma cruzi.
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Conclusiones parciales del Capitulo IV

e Los pacientes chagasicos presentan un menor niumero de linfocitos T CD8+ en
sangre periférica

e Los linfocitos T CD8+ de pacientes seropositivos presentan mayor muerte celular
y menor expresién de la molécula anti-apoptética Bcl-2, principalmente en la poblacién
de células virgenes/naive

e Los pacientes seropositivos presentan una mayor frecuencia de leucocitos
productores de dxido nitrico, causando mayor nitracion en sus células, principalmente
a nivel de las células T CD8+

e La nitracidn induce disfuncionalidad de los linfocitos T CD8+, pero no induce
agotamiento celular

e Los pacientes seropositivos presentan mayores niveles plasmaticos de IL-1pB,
pero menores de IL-10

e La IL-6 ejerce su efecto anti-oxidante al disminuir la produccion IL-18 y de NO y

frena la nitracién inducida por la infeccion
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Capitulo V:

Los monocitos de los pacientes chagasicos
presentan un fenotipo inflamatorio y mayor

activacion de las vias de respuesta a hipoxia
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Objetivo Capitulo V

Durante la fase aguda de la infeccion los parasitos se replican en diferentes tejidos
del organismo, mostrando un fuerte tropismo por el miocardio. La respuesta inmune
innata y adaptativa controlan los niveles de pardsito pero son insuficientes para eliminar
completamente la infeccién y la mayoria de los individuos permanecen infectados de
por vida (pacientes crénicos asintomaticos). La persistencia del parasito en el miocardio
es central para la patogénesis de la cardiomiopatia®®2%13!, Debido a que los mecanismos
por los cuales la respuesta inmune protectora de los monocitos/macrofagos falla en

eliminar el parasito auin no se han establecidos, nos propusimos los siguientes objetivos.

Objetivos
General: Caracterizar las subpoblaciones de monocitos de pacientes chagdsicos

crénicos, evaluando la expresidon de genes asociados a hipoxia.
Especificos:

1. Evaluar la expresién de moléculas reguladas por el factor inducido por hipoxia
(HIF) en monocitos de pacientes chagdasicos.

2. Determinar el efecto de la infeccidn de monocitos in vitro en el metabolismo de
la glucosa. Correlacionar el estado de activacién metabdlica de las células con la
produccién de mediadores inflamatorios.

3. Definir y caracterizar las subpoblaciones de monocitos de pacientes chagasicos.

4. Evaluar correlacién entre el fenotipo de monocitos y la activacidon de vias

glucoliticas.
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Los monocitos de pacientes seropositivos presentan mayor expresion de genes
inducidos por HIF

Teniendo en cuenta que reportes recientes indican que tanto citoquinas como agentes
infecciosos regulan a nivel transcripcional a HIF, nos propusimos evaluar si la infeccién con
Trypanosoma cruzi modulaba la expresién de dicho factor. Observamos mayor frecuencia de
expresion de HIF-1a en monocitos de pacientes chagdsicos (Figura 1A), con mayor produccion
de IL-1B (Figura 1B). Ademas, se evidencié una mayor frecuencia de monocitos productores de
NO (Figura 1C), sin diferencia en la produccién de ERO (Figura 1D) entre las células de ambos
grupos de pacientes. Estos resultados sugieren que la produccién de NO estaria relacionada a la
expresion de HIF, y representaria uno de los mecanismos claves para la respuesta inmune anti-
parasitaria.

Los monocitos de pacientes chagdsicos presentarian mayor capacidad de degradar ATP a
ADO, ya que presentan mayor expresion de su maquinaria metabdlica, CD39 y CD73 (Figura 1E

y F), lo que ejerceria un freno a la respuesta inflamatoria inducida por HIF.
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Figura 1: Los monocitos de pacientes seropositivos presentan mayor expresion de genes inducidos
por HIF.

(A) Expresidon de HIF-1a y (B) produccion de IL-1B en monocitos de pacientes seropositivos (n=4) y
donantes controles (n=4). Frecuencia de monocitos productores de (C) NO y (D) ERO, porcentaje e
IFM de monocitos CD39+ (E) y CD73+ (F) en sangre periférica de pacientes seropositivos (n=14) y
donantes seronegativos (n=21). * p < 0,05; ** p < 0,01.
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La infeccidon in vitro con Trypanosoma cruzi induce cambios glucoliticos en

monocitos
Con el objetivo de evaluar la via metabdlica activada durante la infecciéon con Trypanosoma

cruzi, se infectaron monocitos humanos de un donante seronegativo por 24 horas o se
mantuvieron en medio de cultivo como control. Para la mediciéon de tasa de acidificacion
extracelular (ECAR) primero los monocitos se mantuvieron en estrés con medio sin glucosa ni
piruvato por 1 hora a 37°C. Luego se le realizaron los siguientes estimulos sucesivos:

1. Condicidn saturante de glucosa: las células utilizan este metabolito y lo catabolizan a
través de la via glucolitica produciendo ATP, NADH, agua y protones. Estos protones inducen un
incremento en ECAR.

2. Oligomicina: un inhibidor de la ATP sintasa (complejo V) mitocondrial, que dirige toda la
produccién de energia a la glucélisis con el subsecuente incremento en ECAR revelando la
maxima capacidad glucolitica celular.

3. 2-deoxiglucosa (2-DG): un analogo de glucosa que inhibe la glucdlisis por unién
competitiva a glucosa hexokinasa, la primera enzima de la via glucolitica. El agregado de 2-DG
resulta en una disminucién en ECAR y confirma que la medicién de este pardmetro se debe a
glucolisis.

La medicion de ECAR previo al agregado de glucosa se asocia a acidificacion no glucolitica.
La medicion de ECAR se realizé utilizando el equipo Seahorse y observamos que la infeccion
induce un incremento en la glucdlisis evaluada por la produccién de protones (Figura 2). En base
al resultado preliminar obtenido podemos observar que la infeccion de monocitos con T. cruzi

genera activacion glucolitica evidenciada por un incremento en ECAR (Figura 2).
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Figura 2: Diagrama del porcentaje relativo de produccién de protones (ECAR) en monocitos de un
donante control infectados con Trypanosoma cruzi in vitro (relacién 1:1) (linea verde) o mantenidos
en medio (linea celeste). Cada linea representa el promedio de la corrida por triplicado de cada
condicion a lo largo del tiempo, luego del agregado de cada uno de los estimulos descriptos en el
texto: glucosa, oligomicina y 2-DG.
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La glucdlisis es crucial para inducir un perfil inflamatorio de monocitos

Con el objetivo de estudiar si la glucdlisis media los mecanismos que utilizan los monocitos
para responder a la infeccidn y ejecutar funciones microbicidas, evaluamos la produccién de
mediadores pro- y anti-inflamatorios en células mononucleares obtenidas de sangre periférica
de individuos seronegativos pre-tratadas con el inhibidor de glucdlisis 2-DG y luego infectadas o
solo infectadas. Se evidencié que la frecuencia de monocitos (CD14+) productores de IL-1

disminuye cuando las células presentan inhibicidn de la via glucolitica (Figura 3).

Y
807 * Figura 3: El tratamiento con inhibidor de la glucdlisis
disminuye la produccién de IL-18.
s0{ e y' P . B . .
Frecuencia de monocitos de individuos seronegativos
20 % productores de IL-1B luego de Ila infeccion con

Trypanosoma cruzi o con pretratamiento con 2-DG y luego
20 infeccion con Trypanosoma cruzi.

% Monocitos productores de IL-

Los monocitos de pacientes chagdsicos presentan un fenotipo no clasico con
funciones inflamatorias

Considerando que los monocitos de pacientes seropositivos presentaron mayor produccion
de mediadores inflamatorios, nos propusimos evaluar la frecuencia y funcionalidad de las
diferentes subpoblaciones circulantes. Observamos que la frecuencia de monocitos con un
fenotipo clasico fue significativamente menor en individuos seropositivos que en individuos
controles, por el contrario los monocitos con fenotipo no cldsico mostraban mayor porcentaje
mientras que no se evidenciaban diferencias entre los de la subpoblacién intermedia (Figura
4A). Considerando las controversias que existen en la literatura en cuanto a la funcionalidad de
las diferentes subpoblaciones de monocitos, cuantificamos la tasa de produccién de ERO, NO,
IL-6 e IL-10 en el subset clasico y en el no cldsico. Encontramos que tanto en donantes controles
y chagasicos los monocitos no clasicos presentan una mayor produccién de ERO y de NO (Figura
4B y C). Paralelamente, la frecuencia de produccion de IL-10 e IL-6 fue menor en el subset de

monocitos no clasicos en ambos grupos de individuos (Figura 4B y C). Esto nos llevé a concluir
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que en su conjunto la poblacidn

preponderantemente inflamatorio.
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Figura 4: Los pacientes seropositivos presentan un incremento de monocitos inflamatorios.

(A) Porcentaje de monocitos clasicos (CD14++CD16--), intermedios (CD14++CD16+) y no cldsicos
(CD14+CD16++) en sangre periférica de pacientes chagasicos (n=13) y donantes no chagasicos (n=20).
(B) Frecuencia de monocitos cldsicos y no clasicos productores de NO, ERO IL-10 e IL-6 en sangre
periférica de donantes seronegativos (n=21) y (C) pacientes seropositivos (n=10). * p < 0,05 ** p <

0,01 *** p < 0,001 y **** p< 0,0001.

Estos resultados nos permiten concluir que los monocitos de pacientes chagdsicos

presentan un estado inflamatorio activado, y utilizarian mecanismos glucoliticos para llevar a

cabo su funcion efectora.

83



Conclusiones parciales del Capitulo V

Conclusiones parciales del Capitulo V

e Los monocitos de pacientes chagasicos crénicos sin sintomatologia cardiaca
presentan mayor expresion de genes inducidos por HIF que los donantes controles.

e Lainfeccion in vitro con Trypanosoma cruzi induce cambios glucoliticos en
monocitos.

e Lainduccidon de glucdlisis es crucial para determinar el perfil inflamatorio de
monocitos infectados.

e Los monocitos de pacientes chagasicos presentan preponderantemente un

fenotipo no cldsico con funciones inflamatorias
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Discusion
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En la presente tesis doctoral estudiamos la participacion de IL-6 en la respuesta inmune
innata cardiaca contra Trypanosoma cruzi (Capitulo Il) y en el efecto del estrés oxidativo téxico
inducido por la infeccién en diferentes células, tejidos y sistemas (Capitulo Ill y IV). Ademas,
evaluamos el estado de activacion de monocitos en pacientes con enfermedad crdnica,
considerando que estas células representan una de las principales fuentes de especies oxidantes
(Capitulo V). En conjunto nuestros resultados demuestran cdmo IL-6 controla el aumento del
estrés oxidativo generado en el marco de la infeccién, mejorando la sobrevida y funcionalidad

de diferentes poblaciones celulares.

Aunque la principal caracteristica del sistema inmune innato es reconocer y proteger al
huésped de agentes infecciosos, numerosos reportes han descripto que puede participar en
otras funciones en mamiferos. En este sentido, el sistema inmune local del corazén puede hacer
mas que simplemente orquestar la respuesta inmune, ya que también delimita la lesién tisular
y coordina las respuestas homeostéticas dentro del tejido cardiaco 32133, Resultados previos de
nuestro grupo demuestran que la infeccion de cultivos primarios de cardiomiocitos con
Trypanosoma cruzi induce selectivamente la produccidon de IL-6 *, evidenciando que dicha

citoquina lleva a cabo un rol clave en la respuesta cardiaca intrinseca durante la infeccidn.

Interleuquina-6 es una citoquina pleiotrépica con reportada actividad inflamatoria que
participa en diferentes funciones fisioldgicas, incluyendo proliferacion, sobrevida y disminucién
de la apoptosis 34139, A pesar de que numerosos trabajos han estudiado a la familia de
citoquinas de IL-6 0, las funciones fisioldgicas de esta citoquina en el corazén durante una
situacién de estrés aun no estan totalmente dilucidadas. Sin embargo, IL-6 presenta funciones
que son consistentes con la recuperacién funcional del tejido cardiaco post-estrés.
Sorprendentemente, IL-6 ejerce potentes efectos anti-apoptdticos proporcionando una
proteccion completa a los cardiomiocitos neonatales de rata en un modelo de muerte celular
inducido por esfingosina 7. Asimismo, se ha demostrado que la administracién in vivo de IL-6
logra revertir completamente la disfuncidn cardiaca y la apoptosis de cardiomiocitos inducida
por un modelo experimental de colapso circulatorio hipovolémico . La liberacidn de IL-6 en
respuesta a la infeccion parasitaria es capaz de inducir la fosforilacién de STAT-3 en cultivos de
cardiomiocitos, mediador de la sobrevida celular 7432142143 En este sentido, se ha demostrado
que la fosforilacién de STAT3 se encuentra involucrada en la citoproteccidon de las células
cardiacas en un modelo de miocarditis viral **y en infarto agudo de miocardio *. En el contexto
de infeccidn con T. cruzi, la produccion y liberacidn de factores de supervivencia tales como la

citoquina pleiotrépica IL-6 podrian servir para bloquear la apoptosis en las células cardiacas
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mientras transcurre la respuesta inmune inflamatoria anti-parasitaria, y asi las mantiene con

vida en un entorno muy desfavorable .

El rol quimiotactico de IL-6 ha sido estudiado en diferentes contextos; en un modelo de
injuria de musculo esquelético se correlaciond el incremento en el reclutamiento de
monocitos/macréfagos con el pico de produccién de dicha citoquina. Ademads, se reporté que
los animales deficientes en IL-6 presentaban menor produccién de MCP-1/CCL2 y de CCL3,
teniendo como consecuencia menor infiltrado de macréfagos en musculo %6, En linea con esto,

en un modelo de reparacién tisular de epidermis los animales deficientes en IL-6 presentaron

reducida expresidon de quemoquinas (CCL3, CCL4), moléculas de adhesién (VCAM-1, ICAM-1) y
menor infiltrado de macréfagos . Por otro lado, mientras que en la infeccidn con el virus de
coxsackie B3 (CVB3) se observd un incremento en los niveles séricos de MCP-1 y mayor
reclutamiento de monocitos/macréfagos a tejido cardiaco IL6KO, el tratamiento con IL-6 en
estos animales incrementd la llegada de diferentes tipos celulares a corazén *. En linea con
resultados publicados por nuestro grupo indicando que IL-6 induce el influjo de células
supresoras mieloides durante la infeccidn 78, nosotros observamos que ademds dicha citoquina

es necesaria para la migracion de leucocitos, particularmente macroéfagos, al corazén infectado,

independientemente de la fuente celular de IL-6.

El papel de IL-6 en la respuesta a injuria cardiaca ha sido ampliamente estudiado. Su funcién
cardioprotectiva fue reportada en miocarditis viral por infeccion con CVB3, donde se observd
qgue animales IL6KO presentan mayor severidad de la patologia en la fase crénica, que mejora al
tratar los animales con IL-6 1*8, Ademas el tratamiento con IL-6 durante la infeccién con el virus
de encefalomiocarditis (EMCV) resulta en disminucién de la patologia cardiaca autoinmune y un
incrementado reclutamiento de macréfagos *°. Sin embargo, la infecciéon con EMCV en ratones
que sobre-expresan IL-6 conlleva a una mayor severidad de la enfermedad **°. Ademas, en
diferentes modelos de injuria cardiaca estéril, como isquemia-reperfusién e infarto de miocardio
se describid un incremento en la produccién de IL-6 por los cardiomiocitos 1133154155
Particularmente ocurre una mayor producciéon de dicha citoquina en la zona de infarto,
sugiriendo que el efecto combinado de la IL-6 frenando la apoptosis y disminuyendo la
hipertrofia podria llevar a preservar el borde de la zona cardiaca infartada °3. Sin embargo,
niveles elevados sostenidos en el tiempo pueden ser perjudiciales, ya que al inducir un programa
anti-apoptdtico y reducir la contractilidad a largo plazo, la funcidn muscular del tejido es menos
efectiva y comienza a hipertrofiarse, llevando a falla cardiaca. En concordancia, durante el
desarrollo de esta tesis observamos que la IL-6 es clave para la sobrevida de los animales

infectados con Trypanosoma cruzi, ya que los deficientes presentaron un 100% de mortalidad al
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dia 22 post-infeccidn, evidenciando mayor dafio y muerte celular a nivel cardiaco. Estos
resultados confirman que IL-6 funciona como regulador en un delicado balance dependiendo

del contexto evaluado.

A pesar de la reconocida actividad inflamatoria de IL-6, aqui describimos que durante la
enfermedad de Chagas dicha citoquina es clave para la activacion alternativa de macroéfagos
cardiacos, ya que a diferencia de los animales WT, los IL6BKO no desarrollan un perfil M2
predominante a lo largo de la cinética de infeccidn. Estos resultados fueron corroborados in
vitro, donde el tratamiento con IL-6 fue capaz de disminuir el porcentaje de macréfagos
cldsicamente activados, incrementando los niveles de IL-4 (inductora del perfil M2) en
sobrenadante de cultivo. En linea con estos resultados Xing et al revelaron que la produccién
enddgena de IL-6 lleva a cabo un papel anti-inflamatorio crucial a nivel local y sistémico
controlando los niveles de citoquinas pro-inflamatorias, pero no aquellas anti-inflamatorias. Esta
actividad llevada a cabo por IL-6 no puede ser compensada por IL-10 ni por otros miembros de
la familia de IL-6 5. Particularmente se describié la capacidad de IL-6 de modificar el fenotipo
de macréfagos humanos incrementando la expresién del receptor de manosa (CD206) " y la
produccién de IL-4 e IL-10, disminuyendo los niveles de IL-1B 8. Ademas se evidencié que IL-6
es determinante en la activacidn alternativa de macréfagos en un modelo de endotoxemia o al
alimentarlos con dieta con alto contenido de grasa. Estos animales incapaces de activar sus
células mieloides por IL-6 (no expresan el receptor a de IL-6 en células mieloides) son mas
propensos a desarrollar obesidad e intolerancia a la glucosa y presentan mayor expresién de
marcadores M1 y menor expresion de marcadores M2 en macréfagos de tejido adiposo que su
contraparte control. Los macréfagos M1 pro-inflamatorios son mediadores centrales en la
obesidad inducida por inflamacién y en la insulinorresistencia . Por el contrario la eliminacién
de genes que promueven la activacién alternativa de macréfagos predisponen al desarrollo de
intolerancia a la glucosa y de resistencia a la insulina °, Por lo tanto, los macréfagos M2 son
criticos para el control metabdlico mientras que el incremento de macréfagos M1 lleva a una

disrupcion en la homeostasis de glucosa *’.

IL-6 es capaz de afectar directamente el metabolismo de lipidos y activa diferentes vias para
promover un cambio en la utilizacién de la energia; estimula la lipdlisis en humanos, incrementa
las concentraciones de acidos grasos y su oxidacién ¢1, Sin embargo, el rol de IL-6 tanto en
obesidad como en insulinorresistencia es controversial. Mientras numerosos estudios indican
que el incremento en los niveles de IL-6 se correlaciona con adiposidad y aumento del tejido

162,163

graso y no necesariamente con la accidn o falta de respuesta a la insulina , otro estudio

muestra incremento en los niveles de IL-6 en pacientes con insulinorresistencia asociada a
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obesidad 4. Por otro lado, se describié que IL-6 incrementa la resistencia a la insulina en higado
y TAV al incrementar SOCS3 (supresor de la sefializacién de citoquinas 3) . Por lo que IL-6
tendria una funcién dual, dependiendo del tejido y del estado metabdlico del huésped. Durante
el ejercicio, IL-6 aumenta la captacidon de glucosa en musculo esquelético, llevando a hipertrofia
muscular, miogénesis y oxidacidon de acidos grasos °. Considerando los antecedentes, el
aumento de estrés oxidativo producto de monocitos/macréfagos inflamatorios en animales
deficientes en IL-6 causaria en estos animales desérdenes metabdlicos que incluirian resistencia
a la insulina, presentando consecuencias a nivel de multiples drganos. En este sentido, es
importante tener en cuenta que los mecanismos inducidos por IL-6 descriptos hace décadas,
ahora dan luz a cdmo esta citoquina es capaz de modular el perfil de activacion de diferentes

células inmunes.

Los macréfagos son capaces de coordinar finamente sus programas metabdlicos para
ajustarse a las necesidades inmunolégicas y bioenergéticas. Cuando se enfrenta a un
microorganismo, su potencial bioenergético rdpidamente cambia para montar una respuesta
robusta que resuelva el desafio inmunoldgico. La activacion cldsica es una respuesta rdpida que
actua frente a patdgenos que proliferan intracelularmente, produciendo especies reactivas y
citoquinas pro-inflamatorias. Luego de la activacion de macréfagos con LPS o patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs), la produccién de NO lleva al colapso mitocondrial
(resultando en una disminuida produccién de ATP). El NO inhibe la respiracién mitocondrial
nitrando proteinas que incluyen el complejo I, Il y IV de la cadena transportadora de electrones,
inhibiendo el transporte de electrones y subsecuentemente la produccién intracelular de ATP.
Una de las principales consecuencias es la generacion de ERO mitocondrial. Es importante
destacar que los macrdéfagos clasicamente activados requieren tanto de glucélisis como de la
actividad del complejo | para generar una respuesta inmune apropiada, por lo tanto la inhibicidn
de ambas afecta la produccién de IL-1B %, Los eventos metabdlicos llevados a cabo en la
mitocondria modifican la activacién inmune. La principal funcién de la mitocondria es generar
ATP a través de la OXPHOS. Esta via que involucra multiples pasos lleva a la generacién de 32
moléculas de ATP por cada molécula de glucosa y es llevada a cabo por células en estado de
reposo. La glucdlisis, que convierte glucosa en piruvato y luego en lactato, ocurre durante la
hipoxia, generando ATP de forma mas rapida que la OXPHOS, pero menos eficiente (2
moléculas). Ambos mecanismos tienen un efecto tanto en la respuesta inmune como en la
funcién cardiaca, por lo que el estudio de las vias activadas durante la infeccion resultaria clave
para el conocimiento y posible terapéutica de la cardiopatia chagasica. En linea con esto, una

activacion de la via glucolitica (evidenciada a través de ECAR) en monocitos humanos infectados,
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se podria asociar a una mayor respuesta inflamatoria de dichas células y a la mayor produccién

de metabolitos microbicidas, pero en altos niveles téxicos como IL-13 y NO.

La correcta funcionalidad de tejido cardiaco depende de adecuados niveles energéticos, ya
gue se contrae incesantemente para garantizar el flujo sanguineo y los niveles adecuados de
oxigeno a todos los érganos. Para cumplir esta alta demanda energética el corazén utiliza
diferentes sustratos para producir ATP, condicién importante en situaciones de estrés agudo o
cronico. El cambio en la preferencia de sustratos puede ser beneficioso en una respuesta
inmediata para mantener el suministro de energia, sin embargo puede ser perjudicial en una

respuesta a largo plazo.

Durante la infeccidn, el influjo de células inmunes consume gran cantidad de oxigeno y las
células isquémicas responden rapidamente al ambiente inflamatorio e hipdxico liberando ATP
125167 Una vez liberado, el ATP es degradado a AMP y luego a ADO a través de la accion de CD39
y CD73 respectivamente. Nuestro grupo reportd recientemente que es posible modificar el perfil
de activacién de los macréfagos cardiacos al modular la degradacion de ATP extracelular, por la
inhibicidon temporaria de CD73, mejorando la funcién cardiaca en la fase crénica de la infeccidon
% En el desarrollo de la presente tesis observamos que IL-6 incrementa la expresion de la
magquinaria metabdlica de ATP en células murinas y humanas. Es importante destacar que ATP
activa en monocitos/macréfagos el ensamble del inflamosoma que procesa pro-IL-1B a IL-1p 68,
En este sentido, como consecuencia de la menor capacidad de degradar ATP, la deficiencia de
IL-6 induciria acumulacion de este, lo que llevaria a la activacién del inflamosoma y a la
produccién de IL-1B. Coincidentemente, identificamos en animales ILBKO un incremento
sostenido en los niveles plasmaticos de IL-1B, concomitantemente con altos niveles de NO
plasmaticos y cardiacos en comparacién con su contraparte control. Es importante remarcar que
tanto IL-1B como NO son sustancias altamente microbicidas, pero con reportada actividad
citotéxica en células de diferentes 6rganos, como cardiomiocitos, células B pancreaticas, y
diferentes tipos de células de parénquima renal. Nuestros resultados confirman que la
deficiencia de IL-6 presenta consecuencias locales a nivel cardiaco evidenciado a través de la
activacion clasica de los macréfagos y sistémicos, ya que a lo largo de la cinética predominan en
circulacidn los monocitos inflamatorios e incluso se observa un incremento en la producciéon de

especies oxidantes en tejido adiposo.

Apoyando nuestros resultados que proponen que IL-6 lleva a cabo un rol critico en la

regulacion negativa del NO, ha sido reportado que el tratamiento de macréfagos peritoneales

169

con IL-6 frena la produccidon de nitritos inducida por IFN-y **°, y que esta citoquina es capaz de
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disminuir la frecuencia de BMDM que expresan iNOS en respuesta al tratamiento con LPS 7. En
conjunto, el incremento de células con actividad microbicida y la gran produccién de NO
conllevan a una disminuida parasitemia y carga parasitaria cardiaca en animales deficientes. En
acuerdo con un reporte previo ’° no detectamos cambios en los niveles plasmaticos y cardiacos
de IFN-y en dichos animales infectados, sugiriendo que otro mediador inflamatorio es el
responsable de la induccién de niveles descontrolados de NO. Mediante estrategias in vivo e in
vitro demostramos que IL-6 frena la produccién de NO, al menos en parte, controlando los
niveles de IL-1 B. La relevancia biolégica de estos mecanismos esta claramente ilustrada por el
rescate de los animales deficientes infectados cuando son tratados con un inhibidor especifico

de la produccion de NO.

Las especies reactivas presentan roles contrapuestos; mientras llevan a cabo un rol
indispensable en multiples sistemas biolégicos como segundos mensajeros, diferenciacion

celular, apoptosis 17°

, y defensa contra microorganismos, el estrés oxidativo contribuye a la
disfuncidn celular. El estrés oxidativo puede ser consecuencia de un incremento en la generacién
de especies reactivas, una menor funcién del sistema anti-oxidante o ambos. Si los sistemas anti-
oxidantes no son capaces de inactivar las especies reactivas, estas pueden reaccionar con
macromoléculas y aumentar procesos de peroxidacion lipidica, dafio en el ADN vy/o
modificaciones en proteinas y dcidos nucleicos 7%, Las especies oxidantes inducen oxidacion de
proteinas (nitracién de tirosinas), lipidos (peroxidacién lipidica), oxidacion de lipoproteinas de
baja densidad (oxLDL), oxidacion de 4cidos nucleicos (8-oxo-2-deoxi-guanosina).
Particularmente los peroxinitritos, son especies nitrogenadas altamente citotdxicas que
reaccionan con residuos tirosina produciendo nitrotirosina, una huella estable que puede ser
detectada a nivel tisular Y2, Los productos oxidados o nitrados generalmente presentan menor
actividad bioldgica llevando a desregulacion metabdlica y alteraciones en la sefializacién celular,

173

entre otras funciones lo que lleva al desarrollo de diferentes patologias incluyendo

aterosclerosis 174176172177

La nitracion de tirosinas en células citotdxicas ha sido ampliamente estudiada en diferentes

modelos tumorales 178180

, y particularmente nuestro grupo ha reportado un incremento en la
nitracion de células T CD4+y CD8+ esplénicas en animales infectados 78. Estas células presentan
particular importancia en el control de la infeccidn con Trypanosoma cruzi ya que al ser un
pardsito intracelular, sus antigenos son procesados y presentados en el contexto de MHC tipo |
a las células CD8+. La NT afecta principalmente al complejo TCR/CD8 impidiendo la interaccién

con el MHC-péptido 8. Asimismo, los peroxinitritos inhiben la sefializacién del TCR, alterando

la activacion celular. En linea con esto, durante el desarrollo de esta tesis observamos un
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incremento en la nitracion de residuos tirosina en la poblacidn de linfocitos T, particularmente
CD8+ de pacientes con enfermedad de Chagas crénica sin sintomatologia clinica. Estas células
presentaron menor capacidad de activacidn, menor produccién de citoquinas y menor funcién
citotéxica. En linea con nuestros resultados, se ha reportado que la supresién de la activacion
inducida por nitracion afecta la estabilidad del ARN mensajero de IL-2 y su liberacién. Ademas,
regula negativamente la sefializacién de proteinas directamente, a través de la nitracidon de

residuos tirosina, o indirectamente activando cinasas de proteina 82,

Teniendo en cuenta que los leucocitos de pacientes seropositivos presentan mayor

L 18, es posible explicar

produccién de NO, y este mediador induce apoptosis mediada por Fas-
que el menor nimero de células T CD8+ en pacientes chagasicos se deberia a apoptosis
espontdnea. En concordancia, estas células presentan menor expresién de la proteina anti-
apoptotica Bcl-2, que es capaz de disminuir la susceptibilidad a apoptosis inducida por NO 8,
Fue reportado que los niveles de NO plasmdaticos, medidos con el reactivo de Griess no
presentan diferencias entre sujetos seropositivos y seronegativos, mientras que si se detecta un
incremento en los niveles plasmaticos de NT en los pacientes infectados . Estos resultados
indican que los pacientes chagdsicos estdn expuestos cronicamente a un mayor estrés oxidativo.
En acuerdo con estos reportes previos no hubo diferencias en los niveles plasmaticos de NO
aunque el porcentaje incrementado de células productoras de NO en pacientes seropositivos
sugiere que el efecto oxidante es dependiente del contacto célula-célula. Este mecanismo de

accion podria ser llevado a cabo por células supresoras mieloides 181186,

De acuerdo con los resultados previamente descriptos en el modelo animal, mientras
observamos incrementados niveles plasmdticos de IL-1B en pacientes chagdsicos, la
estimulaciéon con IL-6 de CMSP infectadas in vitro disminuye la produccién de IL-1B en
sobrenadante de cultivo. Asimismo, IL-6 disminuye la tasa de nitracidon y mejora la sobrevida de

las células T CD8+ infectadas. En concordancia nuestro grupo previamente demostrd que IL-6

actta como un factor anti-apoptoético de células infectadas 873, Interesantemente, la incubacién
con IL-6 de leucocitos de pacientes seropositivos infectados in vitro disminuye el porcentaje de
células T NT. Teniendo en cuenta todos estos datos, la accidon anti-inflamatoria de IL-6 seria
central para controlar el estrés oxidativo cardiaco y sistémico, ejerciendo un mecanismo de

proteccion sobre diferentes tipos celulares.

Por otro lado, el potencial rol del estrés oxidativo ha tomado importancia en el desarrollo
de desdrdenes metabdlicos durante los ultimos afos, proponiéndose como un evento temprano

en la patogénesis de enfermedades crénicas, mas que una consecuencia o simple coincidencia.
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Por ejemplo pacientes con estos desdrdenes presentan elevado dafio oxidativo evidenciado por
disminucién en la proteccién anti-oxidante (menores niveles de vitamina C y a-tocoferol, menor
actividad de superdxido dismutasa) y mayor peroxidacion lipidica (niveles de malondialdehido)
187 En linea con esto Holvoet et al. 18 evidencié que individuos adultos con elevados niveles de
oxLDL presentaron mayor riesgo de desarrollar sindrome metabdlico. Aquellos individuos con
desérdenes metabdlicos presentan mayor riesgo de desarrollar enfermedades coronarias y
presentan mayor tasa de mortalidad a pesar de no presentar enfermedades cardiovasculares o
diabetes #9193, Se ha reportado que los niveles de marcadores de estrés oxidativo como 8-iso-

196

PGF2a ¥, nitrotirosina 1’2, oxLDL *°> y mieloperoxidasa '°® son predictores independientes de

riesgo temprano de desarrollar enfermedad cardiovascular e infarto de miocardio.

Teniendo en cuenta que en individuos diabéticos se ha asociado la oxidacién de lipidos,
proteinas y/o ADN con los niveles de glucemia *°”'°® podemos sugerir que la incapacidad de los
animales deficientes en IL-6 para regular los niveles plasmaticos de glucosa puede deberse al
estrés oxidativo sistémico que presentan. La regulacion glucosa-estrés oxidativo seria
bidireccional ya que varios estudios demuestran que la incubacién de diferentes tipos celulares
con glucosa induce estrés oxidativo °>2%°, ademds individuos diabéticos presentan mayor
susceptibilidad a oxidacién de LDL 2°* y més 8-oxodG en células mononucleares 2°2. Se propone
entonces, que el estrés oxidativo contribuiria a la resistencia a la insulina 202 este estado se
caracteriza por disturbios en el metabolismo de acidos grasos y esta acompafiado de
acumulacion de triglicéridos. Consistentemente con esta idea, se ha observado un incremento
de peroxidacién lipidica en musculo esquelético de individuos obesos con insulinorresistencia
205 Adicionalmente, el TAV —principal drgano sensor de insulinorresistencia- incrementa la
produccién de citoquinas inflamatorias, que pueden inducir estrés oxidativo y reduce la
respuesta a glucosa en musculo 2%, En linea con esto, es posible sugerir que el rol anti-oxidante
de IL-6 mejoraria la sensibilidad a la insulina de células claves en el desarrollo de patologias

metabdlicas como los macréfagos.

Considerando que el bloqueo de IL-6 ha demostrado éxito, pero también fallas terapéuticas
es imperioso conocer y comprender los multiples efectos llevados a cabo por IL-6 para evitar
efectos adversos o falla en las terapias llevadas a cabo en pacientes con enfermedades
inflamatorias. Como resultado de esta tesis podemos concluir que IL-6 ejerce un rol vital anti-
oxidante clave para la sobrevida de diferentes tipos celulares involucrados tanto en la respuesta
inmune como en la funcionalidad de distintos drganos. Por lo que bloquear la actividad de IL-6
representaria un riesgo por la toxicidad generada como consecuencia del potencial estrés

oxidativo.
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Perspectivas:

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis evidencian nuevas funciones aun
no descriptas de IL-6. El efecto anti-oxidante llevado a cabo por esta citoquina a nivel sistémico
y sobre diferentes tipos celulares claves para la respuesta inmune resulta vital para la sobrevida

del huésped.

Por otro lado, considerando que la infeccion en general y el Trypanosoma cruzi en
particular, induce estrés oxidativo, la nitracién representa un claro mecanismo de evasién para
frenar la respuesta citotéxica anti-parasitaria. Por ello IL-6 lleva a cabo un efecto protector tanto
en la sobrevida como funcionalidad de las células inmunes que participan en la defensa contra

microorganismos.

Como perspectivas, ya que reportamos la capacidad de IL-6 de frenar la activacién
inflamatoria de macrofagos, evaluar el rol de esta citoquina en la modulacidn de la captacion de
glucosay la activacién de vias metabdlicas seria clave para dilucidar el mecanismo por el cual IL-

6 participa en la inhibicién de la produccién de IL-1pB.

Teniendo en cuenta que resultados preliminares nos permiten observar que la infeccion in
vitro induce una modificacidn en la actividad glucolitica de monocitos; estudiar si la glucdlisis es
uno de los mecanismos involucrados en la mayor respuesta inflamatoria de monocitos en
pacientes chagdasicos seria un paso clave para comprender y plantear estrategias terapéuticas

para esta y otras patologias.
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Parte I: Modelo Animal

Animales

Ratones C57BL/6 fueron adquiridos en la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de La Plata, Argentina. Los ratones B6.129S2-116™°P! deficientes en IL-6 y los
deficientes en el receptor NLRP3 (B6.12956-Nlrp3tm1Bhk/J) y en CD73 (CD73KOB6.12951-
Nt5e™) fueron adquiridos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Estados Unidos). Los
animales se mantuvieron en el Bioterio del Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e
Inmunologia (CIBICI)-CONICET (numero de aprobacion del National Institutes of Health-USA:
A5802-01) siguiendo las recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion publicado por el Consejo Canadiense de Proteccidn de los Animales y aprobado
por el comité de Etica del CIBICI-CONICET.

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo bajo estricta conformidad con las
recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del National
Institutes of Health, Estados Unidos. El protocolo fue aprobado por el comité de Etica del CIBICI-
CONICET.

Infeccidn experimental de animales

Ratones IL6KO o su base genética WT hembras de 6-8 semanas de edad se infectaron por
via intraperitoneal con 1x10% trypomastigotes de T. cruzi de la cepa Tulahuen. Esta forma del
parasito fue obtenida del torrente sanguineo por puncién cardiaca de animales previamente
infectados, durante el pico de parasitemia que ocurre entre el dia 14 a 18 post-infeccién. Cuando
el experimento lo requeria se utilizaron ratones control sin infectar. Los pardsitos se
mantuvieron mediante pases seriados de ratén a ratén.

Histologia y marcadores de daiio cardiaco

Se extrajo sangre por puncion intracardiaca a ratones WT e IL6KO previa anestesia con
isofluorano a diferentes dpi. Luego, se perfundié con bomba a flujo constante cada animal con
buffer fosfato salino frio pH 7,4 por 5 min para eliminar la sangre circulante. Se fijaron los
corazones en formalina bufferizada 10% y luego fueron incluidos en parafina. Se realizaron
cortes de 5 micras y se tifieron con hematoxilina-eosina o tincién TUNEL para observarse en
microscopio dptico Nikon Eclipse TE. La sangre anticoagulada con heparina fue centrifugada a
3500 rpm por 5 min, y se separd el plasma que fue derivado a Laboratorios Biocon para la
determinacion de CK total, CK-MB (BioSystems), GOT, GPT, Creatinina, Glucosa, Colesterol,
Triglicéridos. La determinacion de insulina se realizo con kit comercial (ALPCO).

Determinacidn de citoquinas
La técnica de ELISA sandwich se realizé para la cuantificacidn de citoquinas y quemoquinas

(IL1B, TNF, IL-12, IL-6, IL-17, MCP-1, IFN-y, IL-4, TGFB e IL-10) en lisados de tejido cardiaco,
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plasma y sobrenadantes de cultivo. Brevemente, las placas ELISA se incubaron con cada uno de
los anticuerpos anti-citoquina de ratén (BD Pharmingen y eBioscience) a 42C por 24 h, luego se
lavaron y bloquearon los sitios libres. Posteriormente se incubaron las placas con los
sobrenadantes obtenidos, y transcurridas 24 h, estas se sometieron a los correspondientes
anticuerpos anti-citoquina marcados con biotina (BD Pharmingen y eBioscience) durante 1 h a
temperatura ambiente. Después del lavado, las placas se incubaron con estreptavidina
conjugada con peroxidasa (BD Pharmingen) durante 30 min. La reaccidn se reveld usando el
sustrato cromageno 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) (Dako), antes de su lectura a 490 nm
en un lector de microplacas (Bio-Rad). Las curvas de calibracidon se generaron usando las
citoquinas recombinantes correspondientes (BD Pharmingen y eBioscience). La concentracion
total de proteinas cardiacas fue determinada por el método de Bradford (Bio-Rad).

Para obtener los lisados, los corazones de ratones a distintos dias post-infeccién se
perfundieron, disgregaron mecanicamente y sometieron a buffer de lisis RIPA con inhibidores
de proteasas y fosfatasas (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Triton x-1001%, desoxicolato de sodio
1%, SDS 0.1%, EDTA1 mM, inhibidores de proteasas 1mM, PMSF 1mM y ortovanadato 1mM, pH
7.4) durante 30 min en hielo.

Aislamiento de células infiltrantes de tejido cardiaco y citometria de flujo

El aislamiento de leucocitos cardiacos fue llevado a cabo como se describié previamente
206 Brevemente, el tejido cardiaco post-perfusiéon con buffer fosfato salino fue disgregado
mecanica y enzimaticamente con tripsina 0,25% por 30 min. El tejido disgregado fue filtrado a
través de filtros de 70 um y luego las células fueron aisladas por gradiente de Percoll doble al
35% y 70%. Luego, las células viables fueron contadas en cdmara de Neubauer con tincidn de
azul de tripan.

Para la determinacién por citometria de flujo se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-
CD11b APC, anti-F4/80 PE, anti-CD86 APCCy7, anti-CD206 PECy7, anti-Grl FITC, anti-CD39
biotina y estreptavidina FITC; anti-CD73 PERCPCy5.5; anti-TLR4 FITC.

Para la citometria de sangre periférica se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-CD11b
APC, anti-Ly6C PECy7, anti-Ly6G APCCy7, anti-CD36 PE, anti-TLR4 PE o FITC, Receptor de insulina
Alexa 488 (RnD), anti-CCR2 Brilliant Violet 421, anti-CCR5 PE, anti-CXCR2 PERCPCy5.5, CX3CR1
(conejo) y anti-lgG de conejo Alexa 488.

Para la medicion de produccidn de especies reactivas se usaron las sondas DAF-FM y H,DCF-
DA. Con el objetivo de evaluar la expresién intracelular de marcadores de perfil de macréfagos
se usd: anti-iNOS hecho en conejo y anti-IgG de conejo Alexa 647 o Alexa 488 y anti-arginasa-1
FITC. Para permeabilizar las células se utilizd el kit de tincion de Foxp3. Las muestras fueron

adquiridas en citometro FACS Canto Il y los datos fueron analizados con el software FlowJo.
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Tratamiento in vivo con IL-6

IL-6 humana recombinante fue inyectada subcutdneamente en animales IL6KO (500 ng/g
de peso corporal) antes de infectarlos. A 4 dpi se evaluaron las poblaciones circulantes en sangre
periférica e infiltrantes de tejido cardiaco.

Experimentos de transferencia adoptiva

Se extrajeron células de bazo de animales WT e IL6KO, los gldbulos rojos se lisaron con
buffer de lisis y luego se tifieron con diferentes colorantes fluorescentes. A 2 dpi se le transfirid
a animales WT e IL6KO una mezcla de 15 x 10 ® células WT marcadas con eFluor 670y 15 x 10
células IL6KO marcadas con CFSE endovenosamente. Luego de 48 h se extrajo sangre periférica,
bazo y corazéon de los animales huésped. Las células fueron aisladas y tefidas para
posteriormente ser analizadas en el citbmetro.

Diferenciacidon y polarizacion de macrofagos derivados de médula ésea (BMDM)

Los BMDM fueron obtenidos como se describié previamente 2%, Las células fueron
cultivadas en medio suplementado con 13% de sobrenadante de la linea celular L929 (medio
condicionado) por 7 dias (afiadiendo medio suplementado al dia 4). Para la polarizacién se
cultivaron 250.000 BMDM con rmIL-4 (20 ng/mL), rmIL-6 (20 ng/mL) y rmIL-10 (10 ng/mL) por 4
dias.

Para evaluar el rol de IL-6 en modular el estrés oxidativo, WT y NLRP3KO BMDM fueron
estimulados con LPS (100 ng/mL) solo o en combinacién con rmlL-6 o anti-IL-1B (20 pg/mL) por
24?7 h, Paralelamente, BMDM fueron infectadas en relacidn 1:1 parésito-célula por 3 h, y luego
estimuladas o no con rm IL-6 o anti-IL-1B o anti-IL-1B+anti-TNF (25 pg/mL) por 24 h. Los
sobrenadantes fueron recolectados para medir citoquinas/NO y las células fueron tefiidas para
realizar citometria de flujo.

Carga parasitaria

El ADN gendmico fue purificado de corazones de animales WT e IL6KO infectados usando
TRIzol, siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN de T. cruzi (GenBank AY520036) fue
cuantificado por PCR en tiempo real utilizando sonda Tagman (Applied Biosystems) con las
secuencias descriptas por Piron et al 2. El ADN gendmico (1 pg) fue amplificado y se expresé la
carga parasitaria como unidades arbitrarias normalizando con la expresién de GAPDH.
Medicién de éxido nitrico

El contenido de nitrato/nitrito en plasma, lisados de tejido cardiaco y sobrenadante de
cultivo fue reducido a nitrito y posteriormente medido espectrofotométricamente por la
reaccion de Griess. La concentracion de proteinas totales en muestras de corazon fue
determinada por el método de Bradford.

Deteccidn de dafio molecular por estrés oxidativo
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Los niveles de malondialdehido (MDA) fueron medidos por el test con acido tiobarbiturico
(TBA) con separacién y cuantificacion de los aductos MDA-TBA por HPLC 2%. Brevemente, las
proteinas de los lisados de corazén fueron precipitados con 5% de acido tricloroacético. Las
muestras fueron tratadas con TBA 0,25% por 45 min a 90°C, luego se pusieron en hielo y se
analizaron por HPLC en una columna C18 con deteccién UV (532 nm). La fase mévil usada fue
KH2PO4 (pH 6):metanol (65:35), con una velocidad de flujo de 2 mL/min. Los niveles de MDA
fueron calculados de una curva de calibracion realizada por la hidrdlisis acida de 1,1,3,3-
tetraethoxipropano y su reaccién con TBA.

Tratamiento con L-NAME

Animales IL6KO fueron infectados y tratados inmediatamente con L-NAME en agua de
bebida por una semana (50 mg/dL) para inhibir la sintesis de NO. La sobrevida de estos animales
fue registrada hasta 65 dpi.

Aislamiento de células infiltrantes de TAV y citometria de flujo

El tejido adiposo de ratones infectados fue extraido post-perfusion, pesado vy
posteriormente disgregado con bisturi. Luego digerido enzimaticamente con colagenasa tipo Il
(0,8 mg/mL) por 45 min a 37°C. Luego se agregd buffer fosfato salino suplementado con suero
bovino fetal para detener la reaccidon enzimatica, se centrifugaron a 200 g y posteriormente se
filtrd. La fraccidn estromal vascular fue obtenida del sobrenadante.

Para la citometria de flujo se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-F4/80 PE, anti-CD86
APCCy7, anti-CD206 PECy7, anti-CD36 APC, anti-TLR4 FITC y la sonda para determinacién de NO,
DAF-FM.

Analisis estadistico

Para comparar la significancia estadistica entre las diferentes condiciones experimentales,
se realiz6 el analisis de la varianza empleando ANOVA (de una o de dos vias) asociado al test
post hoc de Bonferroni. El test-t de student de dos colas también fue utilizado para Ila
comparacién. Valor de p menor a 0,05 fue considerado significativo. Para evaluar la sobrevida

se utilizé el test Gehan-Breslow-Wilcoxon empleando el software GraphPad.
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Parte Il: Experimentos con muestras humanas
Materiales, pacientes y métodos

Todos los individuos involucrados en el trabajo fueron reclutados al “Hospital Nuestra
Sefiora de la Misericordia” en Cérdoba siguiendo los criterios de inclusion/exclusion descriptos
en el Anexo |. Los estudios fueron llevados a cabo de acuerdo a los principios de la Declaracion
de Helsinki. El consentimiento informado fue obtenido de todos los donantes antes de incluirlos
en el estudio. Se extrajo sangre periférica de 46 individuos chagasicos y no chagasicos (25-60
afios), utilizando un protocolo que fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Etica
de la Investigacién en Salud del Adulto, Ministerio de Salud de Cérdoba (Numero de acta
194/2014). Sujetos que presentaban HAI y ELISA positivo fueron considerados seropositivos.
Estos pacientes (n = 22) fueron sometidos a electrocardiograma, ecocardiograma y rayos X. El
grupo de pacientes seronegativos (n = 24) fueron serolégicamente negativos para anticuerpos
anti-T. cruzi. Todos los donantes con enfermedad crénica (salvo enfermedad de Chagas) o
patologia inflamatoria, velocidad de eritrosedimentacién> 30 mm o recuento de glébulos
blancos <4000/mm3 o> 10000/mm3 fueron excluidos del estudio.

Obtencion de sangre periférica

Se extrajo aproximadamente 15 mL de sangre a cada individuo por puncién venosa y se
colocd en tubos con heparina. Una alicuota de 50 uL de sangre periférica se utilizd para
citometria de flujo, 1,5 mL se utilizaron para obtener plasmay 10 mL para la obtencién de CMSP
a través de gradiente de densidad Ficoll-Hypaque PLUS.

Citometria de flujo en fresco/ex vivo

Para evaluar los subtipos de linfocitos T, 50 pL de sangre periférica se incubaron con
anticuerpo anti-CD3 Alexa 488 o PerCPCy5.5, anti-CD4 Alexa 647, anti-CD8 PECy7, anti-
nitrotirosina hecho en conejo (Sigma) y anti-IgG de conejo Alexa 647 (Thermofisher) o anti-CD20
PECy7. La expresion intracelular de la cadena T del TCR fue evaluada con el anticuerpo anti-TCRZ
PE. Para la evaluacién de las subpoblaciones de monocitos se utilizaron anticuerpos anti-CD14
PECy5, anti-CD16 PECy7, anti-CD73PE y anti-CD39 biotina combinado con estreptavidina APC.
Luego de 30 minutos, se lisaron los gldbulos rojos con buffer de lisis y las células fueron
adquiridas en un citometro de flujo FACS Canto Il (Becton Dickinson) y analizadas con el
programa FlowlJo.

Para la determinacion de especies reactivas se utilizaron las sondas, reactivo de Griess y
protocolo descriptos en la parte .

Viabilidad Celular
Los leucocitos de sangre periférica fueron incubados con anti-CD3 Alexa 488, anti-CD4

Alexa 647, anti-CD8 PECy7 y luego con 5 pl de AnnexinaV PE durante 15 min en hielo. Las células
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se tifleron con 5 pl de 7AAD antes de su adquisicidn en el citometro, con un minimo de 30.000
eventos para cada condicién. Se evalué el porcentaje de células viables (Annexina V- 7AAD-),
células apoptdticas (Annexina V+ 7AAD-), células necrdticas (Annexina V- 7AAD+), y células
apoptoéticas tardias (Annexina V+ 7AAD+).

La tincién de sangre periférica con anticuerpos contra CD45RA y CCR7 revela cuatro
subpoblaciones de células T: las células T virgenes/naive son CD45RA+ CCR7+, las células de CM
son CD45RA-CCR7+, células de EM son CD45RA- CCR7-, y las células EMRA son CD45RA+ CCR7-
210 para determinar la expresidn de Bcl-2, se marcd la superficie celular y luego se permeabilizé
la célula con buffer de tincién Foxp3 (eBioscience). Finalmente las células fueron tefidas con
anti-Bcl-2 hecho en conejo (Cell Signaling) y anti-IgG de conejo Alexa 488 (Thermofisher),
adquiridas en citdmetro de flujo FACS Canto Il y analizadas con el programa FlowJo.
Funcionalidad de células T CD8+ y monocitos

Las CMSP fueron cultivadas con anti-CD107a PE, monensina, brefeldina A, PMA e
ionomicina por 4 h, después se marcé la superficie con anti-CD3 Alexa 488 y anti-CD8 PECy7 por
30 min. Luego se permeabilizaron las células con kit de para deteccién de citoquinas (BD
Bioscience) y tifieron con anti-IFNy FITC, anti-TNF APC y anti-IL-2 APCCy7.

Para evaluar el efecto de la activacién via TCR, se cultivaron CMSP con anti-CD3 (1 pg/mL)
y anti-CD28 (0,5 mg/mL) por 72 horas. Luego se agregd monensina, brefeldina A y anti-CD107a
PE durante 6 horas y se tifieron en superficie con anti-CD8 APCCy7, anti-CCR7 Alexa 488, anti-
NT (hecho en conejo) y anti-lgG de conejo Alexa 647. Luego fueron permeabilizadas con kit para
deteccion de citoquinas y marcadas con anti-IL-2 PECy7, anti-TNF PerCPCy5.5 o anti-IFNy
PerCPCy5.5.

Para evaluar la funcionalidad de los monocitos se cultivaron CMSP con LPS (100 ng/mL),
monensina y brefeldina A por 4 h, después se marcd la superficie con anti-CD14 PECy5 y anti-
CD16PECy7 por 30 miny se permeabilizaron las células con kit para determinacién de citoquinas
o para ver expresion de factores nucleares, utilizando anticuerpos anti-IL-10 APC, anti-IL-6 PE,
anti-IL-1B FITC o anti-HIF hecho en conejo combinado con anti-conejo Alexa 647.

Agotamiento de las células T CD8+

Se cultivaron CMSP con anti-CD3 (1 pug/mL) y anti-CD28 (0,5 mg/mL). Después de 72 horas,
las células se tifieron con anti-CD8 APCCy7, anti-Tim3 PerCPCy5.5, anti-PD1 PECy7, anti-CTLA4
PE, anti-CCR7 Alexa 488 y anti-NT hecho en conejo y anti-IgG de conejo Alexa 647.
Cuantificacion de citoquinas

Los niveles plasmaticos de TNF, IL-6, IL-10, IFNy e IL-4 fueron determinados utilizando perlas
fluorescentes para citometria de flujo (Biolegend). Brevemente, se incubd el plasma con perlas

de captura para cada citoquina por 2 horas a temperatura ambiente con agitacién y luego se
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agrego estreptavidina PE por 30 minutos. En los sobrenadantes de cultivo y en plasma los niveles
de IL-1B fueron medidos por ELISA (eBioscience).
Cultivo de CMSP y parasitos

Las monocapas de células VERO fueron infectadas con trypomastigotes de T. cruzi (cepa
Tulahuen) por 3 horas, luego fueron lavadas y mantenidas en medio de cultivo RPMI a 37°C por
7 dias. Los parasitos fueron recolectados del sobrenadante de las células infectadas.

Las CMSP de individuos no chagdsicos fueron cultivadas con trypomastigotes (relacion 1:1)
por 3 horas, y luego fueron lavadas y cultivadas con IL-6 recombinante bioactiva (20 ng/mL), con
anti-1L-6 (2 ug/mL) o anti-1L-6 mas anti-IL-1B (2 pg/ml) o mantenidas en medio. Luego, se evalud
la nitracion de las células y los niveles de IL-1B y produccién de NO por sonda fluorescente y en
sobrenadante de cultivo. Ademads, sangre entera de pacientes chagasicos y donantes controles
fue infectada con trypomastigotes y cultivada con IL-6 o mantenida en medio de cultivo por 24
h, luego las células fueron tefiidas para evaluar la produccién de NO y ERO y la nitracion por
citometria de flujo.

Metodologia Seahorse

Para la determinacion de ECAR, se aislaron monocitos de un donante seronegativo con el
kit de purificacion positiva para CD14 (EasySep) y se plagquearon 300.000 células/pocillo en 6
pocillos de las placas para Seahorse pretratadas para mejorar su adherencia. Se infectaron las
células de 3 pocillos con trypomastigotes en una relacion 1:1 por 24 h. Luego de ese tiempo, se
pusieron las células en medio sin glucosa ni piruvato por 1 h a 37°C y luego se determinoé ECAR
frente al agregado secuencial de glucosa, oligomicina y 2-DG.

Evaluacion de activacidn de la via glucolitica

Se plaquearon 250.000 CMSP, se incubaron con 2-DG (11mM) por 1 h y luego se infectaron
con trypomastigotes en relacion 1:1, luego de 3 h se lavaron los pardsitos y se incubaron las
células con por 24 h. Luego se frend la liberacion de citoquinas con 4 h de monensina y brefeldina
Ay se marcd en superficie con anticuerpos anti-CD3 Alexa 488, anti-CD8 PECy7, anti-NT hecho
en conejo y anti IgG de conejo Alexa 647 o anti-CD14 PECy5, anti-CD64 APCCy7, anti-CD206 APC
por 30 min y luego se fijaron las células con buffer para determinacion de citoquinas y se evalué

anti-IL-16FITC, anti-IL-6 PE y anti-IL-10 PECy7.
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Criterios de Inclusion y exclusion:

Criterios de Inclusion:

1. Individuos de 18 a 60 afios.

2. Que firmen el consentimiento informado

Criterios de exclusién:

1. Presencia de enfermedades subagudas o crénicas conocidas.

- neuroldgicas o neuromusculares

- renales

- hepaticas

- cardiovasculares (a excepcion de cardiopatia por enfermedad de Chagas)
- Oseas

- inmunoldgicas

- reumatoldgicas

- respiratorias

2. Presencia de signos o sintomas clinicos compatibles con infeccién o enfermedad
inflamatoria aguda.

3. Presencia de al menos uno de los siguientes hallazgos de laboratorio compatibles con
infeccidn o enfermedad inflamatoria aguda, al momento de la inclusidn al estudio

- VSG>20 mm
- leucocitos e sangre periférica <4000 /mm3 o >10000/mm3

- plaguetas < 150.000 o > 450.000/mm3.

4. Haber recibido vacunas en los ultimos 30 dias o Inmunoglobulinas en las Ultimas 6
semanas.
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