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Resumen

El macrofago representa a una clase de célula de la inmunidad innata cuya actividad
fagocitica y antimicrobiana, le permite internalizar a las formas tripomastigotes del Trypanosoma
cruzi para luego digerirlas en su interior. Sin embargo, ha sido ampliamente estudiada la habilidad
que tiene este parasito para evadir los sistemas microbicidas del macréfago y transformarlo en un
nicho ideal para su replicacion. Los eventos intracelulares involucrados en la modulacion del
fenotipo de esta célula frente al T. cruzi, son ejercidos en gran parte por la actividad de la via de
mTOR, una via de sefializacion encargada del metabolismo y homeostasis de las células en general,
y que particularmente en el macrofago participa en la activacion de sus funciones inmunoldgicas.
En el presente trabajo se abordaron los aspectos relacionados a la sefializacion intracelular y a las
funciones efectoras de macro6fagos murinos, relevantes tanto para la sobrevida del parésito, asi

como para su eliminacion.

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que la sobrevida y replicacién del T. cruzi
en macréfagos peritoneales y macrofagos derivados de médula 6sea de ratones BALB/c y
C57BL/6, dependen de eventos importantes como la produccion de IL-10, la activacion de la
enzima arginasa y la participacion de la via de mTOR. Sin embargo, cuando se llevd a cabo la
inhibicion de dicha via de sefializacion, se redujo significativamente la replicacion intracelular del
paréasito al tiempo que se elevo significativamente la produccion de I1L-12. Sorprendentemente, en
estos experimentos la expresion de la enzima iNOS se redujo significativamente, asi como la
produccion de 6xido nitrico (ON). Se observd ademas un descenso en la expresion de la enzima
arginasa, asi como tambien en la produccién de IL-10. Es decir que cuando mTOR se encontraba

inhibido, los macrofagos se volvieron mas inflamatorios.

Dado que el efecto microbicida provocado por la inhibicién de mTOR ocurre a través de

mecanismos independientes de la expresion y actividad de la enzima iNOS, se realiz6 un estudio



Resumen

sobre el estado de activacion de otros mecanismos inflamatorios disponibles en el macréfago, que
pudieran estar participando en la disminucion de la carga parasitaria observada durante la
inhibicion de esta via. El presente estudio pudo demostrar que el control de la replicaciéon del
pardsito durante la inhibicion de mTOR, ocurrié a través de mecanismos independientes a la
actividad de la enzima IDO y de la produccion de ROS citoplasmaticos, al tiempo que se demostro

la activacion del inflamasoma NLRP3 junto con la produccion de ROS mitocondriales.

En conjunto, estos resultados destacan la gran plasticidad del macréfago como célula
efectora del sistema inmune, su importancia durante la infeccion con el T. cruzi y la utilidad que

se desprende de este conocimiento para el planteamiento de nuevas estrategias terapéuticas.
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Summary

Macrophages are a cell type of innate immunity and its phagocytic and antimicrobial
activities allow them to internalize trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi (T. cruzi) to digest
them. Macrophage infection by the T. cruzi is a key event for its dissemination, since the ability
of this parasite to evade its microbicidal systems to transform this cell into a niche ideal for its
reproduction. The intracellular mechanisms involved in modulating macrophage phenotype are
promoted by mTOR pathway activity, not only responsible for macrophage metabolism and
homeostasis, but also for several immune functions. In the present work were addressed the aspects
related to the intracellular signaling and effector functions of murine macrophages, relevant both
for the survival of the parasite as well as for its elimination.

The results obtained in this thesis showed that the survival and replication of T. cruzi in
peritoneal macrophages and macrophages derived from bone marrow from BALB/c and C57BL/6
mice, depends on the important events such as the IL-10 production, arginase enzyme activation
and mTOR pathway participation. However, when the inhibition of said signaling pathway was
carried out, the intracellular replication of parasite was significantly reduced while IL-12
production was significantly increased. Surprisingly in these experiments the iINOS enzyme
expression was significantly reduced, as well as nitric oxide production (NO). A diminished
arginase enzyme expression was also observed, as well as in IL-10 production. That is, when
mTOR was inhibited, macrophages became more inflammatory.

Given that the microbicidal effect caused by the inhibition of mTOR occurs through
mechanisms independent of INOS expression and activity, a study was carried out on the activation
status of other inflammatory mechanisms available in macrophage, which could be participating

in parasitic load decrease observed during inhibition of this pathway.
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Summary

Among mechanisms that were not involved in the effect on the parasitic burden, we can
mention the INOS and nitric oxide production, the IDO and kinurenins production and the
cytoplasmic ROS production. On the other hand, the results of this screening shows that inhibition
of mTOR pathway promoted the reduction of parasite burden through the activation of NLRP3
inflammasome and mitochondrial ROS production.

Together, these results highlight the great plasticity of the macrophage as an effector cell
of immune system, its importance during infection with T. cruzi and the usefulness that emerges

from this knowledge for the approach of new therapeutic strategies.
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Introduccion

1.1 La enfermedad de Chagas

Conocida también como tripanosomiasis americana, la enfermedad de Chagas es un
desorden multisistémico, causado por la infeccion con el parasito protozoario T. cruzi, y se estima
que aproximadamente 8 millones de individuos estan afectados alrededor del mundo (1-4). Aunque
esta enfermedad es endémica de 21 paises de América Latina, desde el norte de México hasta el
sur de Argentina y Chile, los fendbmenos migratorios ampliaron los limites de este mal,

encontrandose casos en Espafia, EE.UU, Australia, Japon, entre otros paises (Figura 1) (3, 5, 6).

-

N B Paises donde la tripanosomiasis es endémica.

[] Paises noendémicos, pero la tripanosomiasis esta
presente.

Figura 1. Paises endémicos y donde se encuentra presente la tripanosomiasis americana.
Adaptado de: https://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/
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Dado que alrededor del 20-30% de los individuos infectados pueden desarrollar
cardiomiopatia, megasindrome digestivo o ambos, esta enfermedad constituye un importante
problema para la salud publica, no s6lo por su prevalencia sino también por los altos costos para
su tratamiento y prevencion (7, 8). En Argentina hay de 1.5 a 2 millones de personas infectadas,
de las cuales 300000 desarrollarén afecciones cardiacas de distinto grado, por lo general en las
poblaciones localizadas en zonas rurales o suburbanas de la regién. La provincia de Cordoba se
encuentra en alto riesgo de transmision vectorial, dado que esta via de contagio ha reemergido por
aumento de infestacion domiciliaria de los vectores, segin el Ministerio de Salud de la Nacion
(2011-2015, P. N. d. C. Res. 867/2012. Boletin Oficial - 2012). Actualmente, la enfermedad de
Chagas es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud como una de las 15 enfermedades
tropicales olvidadas o desatendidas (1, 9).

La tripanosomiasis se puede dividir en dos etapas clinicas: una aguda y otra cronica. La
etapa aguda se presenta entre los 7-13 dias luego de la infeccién, pudiendo extenderse por varias
semanas con sintomas como fiebre, diarrea, vomitos, inflamacion de ndodulos, conjuntivitis,
adenopatias, esplenomegalia, entre otros (10, 11). En esta etapa se puede encontrar un elevado
nimero de tripomastigotes en sangre, asi como también elevados niveles de citoquinas
inflamatorias y activacion de células de la inmunidad adaptativa. Por otro lado, el 70% de las
personas infectadas no desarrollan sintomas de la enfermedad durante afios o décadas,
constituyendo la etapa crénica de la afeccidon (forma indeterminada). En el otro 30% de personas
afectadas, los niveles de parésitos no pueden detectarse en sangre sino mas bien reubicados
predominantemente en tejidos especificos. De esta forma, la enfermedad puede evolucionar hacia

patologias cardiacas (miocarditis dilatada), digestivas (megaesofago y megacolon) o
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cardiodigestivas. Frecuentemente las afecciones cardiacas son las que causan el fallo congestivo
de corazdn, y por tanto constituyen la causa mas comun de muerte en los pacientes (12).

La enfermedad de Chagas tiene varias vias de transmision entre las cuales se encuentran la
transmision vertical (de madre a hijo), la via oral (ingestion de bebida o comida contaminada), a
través de transfusiones sanguineas o trasplante de o6rganos (inoculacién accidental dentro de
laboratorios) y la via vectorial, en la cual participan insectos hemipteros de la familia Triatominae,
conocidos popularmente como “vinchucas”. Esta Gltima via, ademas de ser la principal forma de
transmision de la enfermedad, forma parte del ciclo natural del parasito T. cruzi (Figura 2), el cual

presenta un ciclo complejo entre los hospedadores insectos y los hospedadores vertebrados (6).

Vector: Triatominae Huésped: Homo sapiens.

Corazon Colon

<>
Agudo

Croénico %\_\\
(D) .

@
Tripomastigote l Amastigote

Sangre

Figura 2. Ciclo vital del parasito T. cruzi. (A) El insecto extrae de la sangre de los vertebrados infectados las
formas tripomastigotes sanguineas que se convertiran en formas epimastigotes en el intestino del triatomino,
multiplicandose por division binaria. (B) Los epimastigotes viajan a través del intestino del insecto, al tiempo que
se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, los cuales seran eliminados junto con las heces. (C) Las formas
infectivas entraran de nuevo en el hospedador vertebrado a través de las mucosas o por la picadura del insecto. (D)
Los tripomastigotes invaden las células del hospedador, en el interior de las cuales se transforman en amastigotes,
que se volveran a multiplicar y transformarse en tripomastigotes que invadiran nuevamente a otras células,
diseminandose a través del torrente sanguineo.
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El parasito del T. cruzi involuciona en 3 formas fenotipicamente distintas, altamente
adaptadas a su microambiente: el epimastigote, el tripomastigote y el amastigote, que alternan
entre el huésped vertebrado y el insecto triatomino. Los epimastigotes se diferencian y replican en
el lumen del intestino proximal del insecto vector. A medida que se dirigen hacia el intestino distal,
los epimastigotes comienzan a transformarse en tripomastigotes metaciclicos (la forma infecciosa
en el hospedador vertebrado) y se alojan junto a las heces en la ampolla rectal del insecto. Teniendo
presente que los triatominos son insectos hematdfagos obligados, cuando este perfora la piel del
hospedador para alimentarse de su sangre defeca en el mismo lugar de la picadura al tiempo que
deposita también los tripomastigotes metaciclicos. El parésito, al ingresar al torrente sanguineo de
su hospedador, invade inmediatamente las células nucleadas de su hospedador, asi como también
las células de su sistema fagocitico mononuclear. Una vez dentro de la célula fagocitica, el
tripomastigote pierde el flagelo y se diferencia en amastigote (la forma replicativa intracelular).
Los amastigotes se replican en el interior de la célula por fision binaria y, después de varios ciclos
de division, se diferencian a tripomastigotes sanguineos circulantes. Esta forma del parasito lisa a
la célula contenedora para infectar mas células vecinas, diseminarse por sangre e infectar otros
tejidos mas susceptibles como las fibras musculares estriadas/lisas y células nerviosas. El ciclo del
paréasito se completa cuando los tripomastigotes sanguineos son succionados por otra vinchuca que
necesite alimentarse. Cuando los tripomastigotes sanguineos alcanzan el estbmago, comienzan a

transformarse nuevamente en epimastigotes (13, 14).
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1.2 El sistema inmune y el T. cruzi

Una vez que el parésito es detectado por el sistema inmune de su hospedador, el control de
la infeccion se lleva a cabo a través de complejas interacciones entre componentes celulares y
humorales de la respuesta inmune innata y adaptativa. Al inicio de la fase aguda de la infeccion,
los tripomastigotes sanguineos son reconocidos a través de los receptores de reconocimiento de

patron (RRP), expresados por varias células del sistema inmune que se unen a la membrana del T.

cruzi y median su endocitosis.

Figura 3. Macrdéfagos derivados de médula 6sea. Macrofagos obtenidos a partir de la médula dsea de ratones
C57BL/6 al dia 6 de diferenciacion, observados en microscopio dptico (40X). La flecha blanca sefiala a un
macréfago con varias extensiones de su membrana o seuddpodos. Este tipo de microestructura celular
caracteristica, le permite a estas células interaccionar con su microambiente, atrapando diferentes tipos de cuerpos
celulares (como células apoptoticas), y en escenarios infecciosos, fagocitando distintas clases de patégenos.
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Junto con los RRP, componentes de la inmunidad innata, como el complemento y proteinas
de fase aguda (proteina C reactiva, principalmente), son los primeros en desencadenar la
sefializacion humoral y celular contra el parésito. Las primeras células efectoras que aparecen para
contener la infeccion son los macréfagos y las células dendriticas que expresan receptores TLRs,
claves para el montaje de la respuesta contra T. cruzi (15). A través de estos receptores, los
fagocitos inducen la produccion de moléculas microbicidas como el ON y derivados, ademas de
acompafar la sefializacion a través de citoquinas inflamatorias como IL-12 y TNFa. Estas
citoquinas activan la produccion de IFNy por parte de las células NK al tiempo que se induce la
respuesta Thl (16). Mientras el sistema inmune prepara una respuesta adaptativa efectora, la
primera linea de células que son foco para la invasion por parte del T. cruzi, son los macrofagos,
una célula de origen mieloide perteneciente al denominado sistema fagocitico mononuclear
(Figura 3) (17-21). Este tipo de fagocito se caracteriza por ser una célula remarcablemente agresiva
en escenarios infecciosos, donde la inflamacion y, por tanto, la produccion de diferentes moléculas
toxicas, son necesarias para contener la infeccién. En una etapa méas avanzada de la infeccion, el
macrofago reprograma su fenotipo inflamatorio hacia uno alternativo, evento clave para evitar una
injuria sobre el tejido a causa de la inflamacion, y asimismo responsable de favorecer la replicacion
intracelular del parasito (22-24). Como se menciond previamente, los macrofagos infectados
secretan IL12, TNFa e IL-6 (25, 26), las cuales actuan sinérgicamente induciendo la expresion de
la enzima iNOS, y la consecuente produccion de ON. El efecto de este ultimo termina en la
destruccion intracelular de los parasitos mediante la modificacion quimica directa de residuos de
cisteina de las proteinas o por unién a metaloproteinas importantes en procesos metabolicos (27-

33).
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1.2.1 La invasion

La interaccion entre el T. cruzi y el macréfago (Figura 4) ocurre a través de dos etapas
diferentes: la adhesion (reconocimiento y sefializacion intracelular) y la internalizacion
(fagocitosis) con la consecuente formacion de la TcPV (vacuola parasitofora de T. cruzi) (19, 34-
38). Para llevar a cabo el reconocimiento, y la consecuente sefializacion de las formas
tripomastigotes como agentes invasores, el macrofago esta equipado con las proteinas receptoras
de superficie celular o PRR, que le permiten reconocer o discriminar moléculas caracteristicas de

cada clase de patdgeno denominadas PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) (39, 40).

(C) Amastigote
4

\
&

(B) Tripomastigote

A

Figura 4. Macréfago derivado de médula 6sea siendo infectado por el parasito del T. cruzi. (A) Macréfago
obtenido a partir de la médula 6sea de ratones C57BL/6 al dia 6 de diferenciacién en medio condicionado, y luego
infectado con T. cruzi (1:5, células: parasitos). Se observan los nucleos (azul) tefiidos con DAPI, y los paréasitos
(verde) incubados con un pool de sueros de pacientes con enfermedad de Chagas y un anticuerpo secundario anti
IgGh conjugado con FITC, observados en microscopio de fluorescencia (63X). Las flechas blancas sefialan la
forma (B) tripomastigote, penetrando a través de la membrana plasmética del macréfago, y la forma (C)
amastigote, multiplicandose en su interior.
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Los RRP son un grupo de receptores cuya especificidad esta genéticamente
predeterminada, y se encuentran altamente conservados entre diferentes organismos. En el
macrofago se pueden identificar varios de estos receptores, como los receptores de fraccion
cristalizable de inmunoglobulina RFcyIIl (CD16: 1gG1 e IgG3), receptores de complemento (CR1,
CR3, CR4), receptores basurero (CD36), receptor de manosa (CD206) y otros receptores de
componentes de matriz extracelular (19). En la infeccion con el T. cruzi, el macr6fago expresa una
variedad de receptores de superficie celular o intracelulares denominados TLR, cuya funcion es la
de reconocer y anclar al parésito a su superficie. Uno de los ejemplos mas reconocidos es la
interaccion entre el receptor TLR2 con las formas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) generadas por
el parasito, que inducen una respuesta inflamatoria con produccion de IL-12 y TNFa (41, 42). Por
otro lado, los PAMPs son esenciales para la patogenicidad y supervivencia de los diferentes
microorganismos dentro del huésped, y aunque muchas de ellas estan expresadas en la superficie
del microorganismo en cuestidn, otras son secretadas al microambiente. Para el caso del T. cruzi,
entre los PAMPS reconocidos por el macréfago podemos encontrar varios tipos de mucinas,
transialidasas y glicoproteinas como las formas gp82 y gp85, las cuales cumplen distintas
funciones a lo largo de su ciclo de vida (40, 43-46). Una de las moléculas més caracteristicas es la
cruzipaina (Cz), una cisteina-proteasa expresada en todas las formas de involucion del parasito
(47-49), que participa en el proceso de internalizacion del tripomastigote y en el desarrollo de los
amastigotes intracelulares. Otra molécula importante de la que dispone el parasito para invadir el
citoplasma del fagocito es la transialidasa de tripomastigote (TC), una enzima que transfiere acido
sialico a diferentes moléculas de superficie del parasito, promoviendo el anclaje de éstas a

diferentes receptores de la célula huésped antes de la invasion (50).
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Una vez que el macréfago ha reconocido al tripomastigote y éste se ha adherido a su
superficie, ambos coordinan la modulacion de diferentes cascadas intracelulares que confluyen en

la activacion de la fagocitosis (51, 52).

(B) Modelo dependiente
de actina

(A) Modelo dependiente
de lisosomas

(C) Modelo independiente
de lisosomas
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Figura 5. Diferentes modelos de invasion del T. cruzi. (A) Modelo de invasion dependiente de lisosomas,
inducido fundamentalmente por aumento de Ca?, regula la formacion y exocitosis de los lisosomas en la
membrana plasmatica. (B) Modelo de invasion dependiente de actina, involucra la formacion de pseudépodos y
proyecciones de la membrana plasmatica por polimerizacion del citoesqueleto de actina, culminando en la
formacion de la TcVP. (C) Modelo de invasion independiente de lisosomas, involucra la formacion de
invaginaciones de membrana plasmatica, ricas en fosfatidil inositol (producto de la PI13K). Basado de: de Souza,

W. et al. 2010.
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Aunque el T. cruzi puede utilizar diferentes estrategias para invadir el citoplasma de la
celula hospedadora, (como mecanismos dependientes/independientes de lisosomas, la via de
autofagia o la penetracion de la membrana), el macréfago induce la fagocitosis como parte de un
programa inflamatorio, proceso que le permite matar a los microorganismos envolviéndolos en
membrana plasmaética y fusionandolos con lisosomas (Figura 5) (40). La fagocitosis, en este
contexto, se despliega entonces como un mecanismo antimicrobiano desarrollado por el macréfago
para contener al T. cruzi, al tiempo que es la principal forma de invasion que utiliza el paréasito
para ingresar al citoplasma de dicha célula inmune. En este punto, la invasién continda a través de
la activacion de diferentes receptores tirosina quinasa (RTK), los cuales induciran la sefializacion
de diferentes cascadas intracelulares como la via de las MAPK, la via PI3K/Akt y la via de mTOR.
Complementariamente, el aumento del Ca?* intracelular promueve el remodelamiento del
citoesqueleto de actina y la movilizacion de lisosomas al punto de ingreso (Figura 5) (39, 40, 53,

54).

1.2.2 El escape

Teniendo presentes los diferentes mecanismos a través de los cuales el T. cruzi ingresa al
citoplasma celular, se ha demostrado que los fagosomas y lisosomas utilizados por el macrofago
para matar al T. cruzi, eventualmente son utilizados por el parasito como plataforma de escape
hacia el citoplasma para continuar con su ciclo de replicacion. Una vez el macrofago ha fagocitado
al tripomastigote y fusionado sus lisosomas con los endosomas que lo encierran, se forma un
entramado de membranas denominado vacuola parasitéfora (VP) (19, 40, 55). Este compartimento
intracelular, se caracteriza por contener anclado a su membrana NADPH oxidasas y bombas de

protones dependientes de ATP, que tienen por funcion principal acidificar el interior del
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compartimento y activar diferentes enzimas hidroliticas, proteinas, péptidos microbicidas y ON
(31, 49, 56-59). En este microambiente de pH 4.5-5, el parésito comienza la fase de transformacién
de tripomastigote hacia amastigote y, por tanto, el inicio de su replicacion. La disrupcién de la
vacuola parasitofora comienza con la actividad de las transialidasas/neuroaminidasas que
remueven los residuos de acido salico de la membrana volviéndola méas susceptible
estructuralmente a la lisis. Ademas de este evento de lisis, el parasito induce la formacion de poros
sobre dicha membrana, mediante el componente TC-TOX, estructuralmente similar al componente

C9 del complemento (19, 40, 55).

1.2.3 Polarizando al macréfago

Para entender como el T. cruzi inicia la replicacion en el interior del macréfago, hay que
tener presente que el parasito subvierte a su favor el metabolismo de la L-arginina, una ruta
metabdlica fundamental y caracteristica de esta célula inmune, a partir de la cual induce un
microambiente intracelular rico en poliaminas (prolina, putrescina y espermina), favorable para su
descendencia (49, 60, 61). Sin embargo, ¢cémo logra el tripomastigote evadir el estado
inflamatorio de una célula tan agresiva como el macréfago? Para responder este interrogante, hay
que recordar que el conjunto de eventos fisiol6gicos en general y metabolicos en particular de
cualquier célula dependen, entre otras cosas, de la expresion y regulacion de un determinado
conjunto de genes. En este sentido es importante destacar que, a diferencia de la mayoria de células
en nuestro organismo, los macréfagos poseen una gran plasticidad genética, es decir, son capaces
de activar o desactivar programas de genes completos de acuerdo al contexto en el que se
encuentren. Dicha plasticidad les permite discriminar diferentes sefiales microambientales y

responder a las mismas con el desarrollo de distintos fenotipos, como son el fenotipo clasico
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(expresado frente infecciones), o el fenotipo regulatorio encargado de la homestosasis de los
diferentes tejidos. La estrategia del T. cruzi consiste en explotar dicha plasticidad genética para
modular un fenotipo (y por tanto un metabolismo) que favorezca la produccion de poliaminas y
prolinas, asegurando la sobrevida de su descendencia. Como se verd a continuacion, las
caracteristicas bioldgicas que hacen del macrofago una célula fagocitica con gran habilidad para
adaptarse a diferentes microambientes, son la principal herramienta mediante la cual el T.cruzi

puede sobrevivir en su interior.

1.3 En el interior del macréfago

El macrofago es un tipo de célula inmune de origen mieloide que participa en la respuesta
efectora innata, y se encuentra remodelando e inmunovigilando practicamente a todos los tejidos
del organismo. Con una remarcable habilidad fagocitica, los macré6fagos circulan por los
intersticios del tejido, removiendo el debris celular y los cuerpos apoptéticos resultantes de su
remodelamiento (18-20, 62, 63). EI mantenimiento de los tejidos por parte del macréfago puede
ocurrir a través de mecanismos inmunoloégicamente independientes, es decir, que responden
principalmente a sefiales fisioldgicas propias del tejido. Sin embargo, frente a una modificacion en
la homeostasis tisular 0 a un agente infeccioso, los macr6fagos son capaces de reconocer la gran
variedad de sefiales extracelulares circulantes y adaptar la respuesta inmunoldgica segun el
escenario y su dinamica en el tiempo (22-24). Como se menciond previamente, a diferencia de
otras células del sistema inmune, los macréfagos interpretan la matriz de sefiales extracelulares en
la que se encuentran expresando diferentes clases de fenotipos, cada uno caracterizado por utilizar

mecanismos inmunolégicos especificos que, en algunos casos, son excluyentes (Figura 6).
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El resultado de las sefiales extracelulares por causa de la necrosis o del foco infeccioso,
representan la presion ambiental que condiciona al macréfago y lo induce a responder con el

fenotipo que mejor se adapte a dichas sefiales.
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Figura 6. Espectro fenotipico del macréfago. Todas las combinaciones potenciales de genes forman un amplio
espectro fenotipico disponible para que el macréfago pueda responder a las diferentes sefiales de su microambiente
celular. De esta forma, se pueden generar macréfagos inflamatorios o clasicamente activados, que se
caracterizan por la elevada actividad de su enzima Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS). También, se pueden
generar macroéfagos regulatorios capaces de controlar la respuesta de otras células del sistema inmune a través
de la expresiébn de moléculas PD-L1 y PD-L2. En otros contextos se pueden generar macroéfagos
alternativamente activados, que se caracterizan por la elevada actividad de su enzima arginasa.

14



Introduccion

En un intento simplificado por describir los diferentes fenotipos expresados por el
macrofago (63), se han disefiado 3 categorias con caracteristicas fenotipicas particulares (31, 32,
64-67). Asi, se pueden diferenciar los denominados macréfagos regulatorios, presentes en estados
inflamatorios avanzados con una elevada produccion de radicales oxigeno y nitrégeno o citoquinas
inflamatorias como TNFa, y que tienen como principal funcion prevenir la injuria prolongada
sobre el tejido y limitar la respuesta inflamatoria a través de la produccion de TGF-$ e IL-10. Los
macrofagos agrupados en esta categoria se caracterizan por necesitar 2 sefiales o estimulos para
inducir su actividad antiinflamatoria. La primera sefial (dada por receptores Fc, prostaglandina,
adenosina o células apoptéticas) es acompafiada por la estimulacion de algun ligando TLR, que
reprogramara al macréfago para que produzca IL-10, y reprima la produccion de 1L-12. Teniendo
en cuenta que la IL-10 es un potente inhibidor de varias citoquinas inflamatorias, los macr6fagos
regulatorios son potentes inhibidores de la inflamacion, y aunque no pueden contribuir con la
produccion de matriz extracelular ni expresar la enzima arginasa como los denominados
macrofagos alternativos, pueden expresar moléculas coestimulatorias y llevar a cabo presentacion
antigénica (63, 68). Por otro lado, los denominados macrdfagos activados alternativamente o
reparadores (del inglés “wound healing”), se diferencian en presencia de sefiales Th2 o
antiinflamatorias como la IL-4, la cual puede desactivar al estallido respiratorio, promover la
induccion de fribronectina y aumentar la sintesis de prolinas (63, 69). Esta clase de macréfago
tiene como principal funcién la inmunovigilancia del tejido, y en situaciones de injuria o infeccion,
la produccion de moléculas antiinflamatorias como IL-10 y la secrecion de matriz extracelular.
Ademas, la capacidad de este tipo de macrdfagos para suprimir la proliferacion de las células T,
explica su presencia en placenta y pulmén, y su rol inmunoprotectivo en los tejidos. La

polarizacién y el mantenimiento de este fenotipo reparador se logran, entre otras cosas, a través de
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la inhibicidn de circuitos inflamatorios como el del NF-xB, de genes como el de la I1L-12, del
TNFa y de la enzima iNOS (49, 60, 63). Varios estudios sugieren que esta clase de macrofago
contribuye también a la eliminacién de parésitos helmintos y nematodos a través de la produccion
de quitinasas y moléculas similares como YM1y CHI3L3, las cuales degradan las superficies ricas
en quitina de estos parésitos. Este tipo de macrofago se caracteriza por una elevada actividad
fagocitica y la expresion de CD23, CD11b y del receptor de manosa. Al igual que los fenotipos
regulatorios, los fenotipos alternativos también son blanco de varios paréasitos celulares obligados
como el T. cruzi, que los utilizan como nicho de reproduccién (49, 60, 61, 68) y, aunque el
metabolismo de la L-arginina es caracteristico de la expresion del fenotipo alternativo, no es
exclusivo de esta categoria de macroéfago ya que a partir de este mismo aminoacido los
denominados macrofagos activados clasicamente ejercen su funciones microbicidas. Mutuamente
excluyentes, el switch necesario hacia uno u otro fenotipo depende del microambiente de sefiales

en el que el macréfago se encuentre y de la induccion de la enzima arginasa | o de la enzima iNOS.

El tercer fenotipo de macréfago lo expresan los denominados macrofagos activados
clasicamente, y es conocido por ser el primer fenotipo efector descripto para esta clase de célula
inmune. Es inducido por sefiales Thl o inflamatorias, como la IL-12, IFNy o TNFa, las cuales
promueven la expresion de radicales como el ON, especies reactivas del oxigeno y quinureninas,
entre otros compuestos microbicidas (64, 65). La principal funcién de los macréfagos clasicamente
activados es la defensa inmunolégica contra diferentes clases de patdgenos tales como bacterias,
virus, parasitos y hongos. Dicha defensa la llevan a cabo a través de la induccion de diferentes
mecanismos inmunolégicos, de la activacion de otras células de la inmunidad innata o de su
vinculacion con linfocitos T y B para generar una respuesta adaptativa. Al igual que los macréfagos

regulatorios, la expresion del fenotipo clasico depende de dos sefiales: la primera sefial, modulada
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a través del IFNy y una segunda sefial a través de ligandos TLR, como lipopolisacérido (LPS).
Ambas sefiales confluyen en la induccion de la enzima iNOS y la consecuente produccion de
TNFa, IL-12, IL-6 e IL-1pB (31-33, 64, 65). Aunque la expresion de esta enzima y su consecuente
produccion de ON es el mecanismo mas caracteristico de los macréfagos clésicamente activados,
segun el tipo de injuria o el agente patdgeno con el que se encuentren, pueden responder con otros
mecanismos microbicidas, muchas veces activados por produccién de ON. Dentro de estos
mecanismos podemos mencionar a la enzima IDO (Indoleamina 2,3-dioxigenasa), que en células
infectadas provoca un potente efecto bactericida mediante la degradacion del triptéfano,
provocando la muerte de patégenos intracelulares a través de la deplecion de aminoédcidos.
También tienen un efecto bactericida los metabolitos que resultan de la actividad catalitica de esta
enzima, como las quinureninas (70, 71). Otro mecanismo inflamatorio caracteristico de esta clase
de macrdfago es el inflamasoma, un complejo proteico de activacion de caspasa-1/11 caracteristico
de la inmunidad innata. Esta plataforma enzimatica esta formada por un receptor con dominio de
oligomerizacién y unién a nucleétido (NLR), la proteina ASC vy la caspasa-1 u 11. Su activacion
resulta en la generacion de caspasas inflamatorias y en el procesamiento de la pro IL-1p y la pro-
IL-18 hacia sus formas activas: la IL-1p y la IL-18 (72, 73). Ademas de la expresion de estos
circuitos inflamatorios, su activacién promueve la produccién de moléculas efectoras microbicidas
como el ON, ROS citoplasmaticas y mitocondriales e incluso, dependiendo del contexto, pueden
desencadenar un tipo de muerte celular inflamatoria denominada piroptosis (17, 32, 33, 70, 74-

76).
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Figura 7. Balance iNOS/Arginasa y el metabolismo de la L-arginina en el macréfago. Dependiendo del
microambiente celular en el que se encuentre (sefiales Th, citoquinas o antigenos foraneos) el macréfago inducira
la expresion del circuito M1 o M2 a partir del metabolismo del aminoacido L-arginina. Segun se exprese la enzima
iINOS o la enzima Arginasa, se induciran las moléculas y mecanismos efectores necesarios para la funcién del
macréfago en dicho contexto ambiental.

De acuerdo a lo expuesto previamente, es evidente la fina regulacion que deberia existir
entre los productos de la via metabdlica de la iNOS y de la via metabdlica de la arginasa I, dado
que ambas enzimas compiten por el mismo sustrato (Figura 7). En este sentido, ha sido descripto
que NOHA, una forma intermedia en la sintesis de ON, inhibe la expresion de arginasa I. Sin
embargo, esta ultima puede afectar la expresion de iNOS a través de la deplecion de la L-arginina,
y de la produccion de poliaminas (77)(78-80). Por Gltimo, a pesar de que la constante de afinidad
de la iNOS para la L-arginina es 1000 veces menor que la de la Arginasa I, la Vmax de ésta es mas
de 1000 veces mayor que la de la iNOS, lo que resulta en una utilizacién similar de L-arginina por
parte de estas dos enzimas, y por tanto, una competencia entre ellas por el sustrato (81). En
condiciones fisioldgicas y ausencia de estimulacion inmune, los macrdfagos utilizan poca L-
arginina y, generalmente, son los de fenotipo alternativo. Tras una estimulacion particular se
incrementa el transporte de L-arginina dentro de la célula ya que se induce la expresion tanto de
los transportadores CAT como de las mencionadas enzimas. La observacion de que el balance
iNOS/Arginasa | se encuentra regulado por estimulos opuestos, ha permitido a los investigadores
no solo determinar el estado de activacion del macréfago, sino también comprender la remarcable
plasticidad genética que tiene esta célula y que le permite, por tanto, expresar diferentes fenotipos.
Nuestro grupo de investigacion ha contribuido con varios reportes que ponen de manifiesto
diferentes componentes de la estrategia de invasion que tiene el T. cruzi para explotar dicha
plasticidad genética y favorecer su reproduccion. En este sentido, una vez que el parasito escapa

de la vacuola parasitéfora, despliega diferentes herramientas moleculares que le permiten, ademas
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de subvertir los mecanismos microbicidas e invadir el citoplasma celular, modificar por completo
el metabolismo del macrofago y favorecer su sobrevida y replicacion. Nuestro grupo reportd que
dentro del citoplasma, el T. cruzi puede liberar Cz que tiene como principales funciones modular
el fenotipo del macréfago en un sentido alternativo. En estos estudios, utilizando diferentes
farmacos inhibidores de cada via (como el inhibidor de JNK, SP600125) se observé que la
modulacion promovida por este patdgeno y por la Cz, ocurre a través de la fosforilacion de vias
de sefializacion como las TK, PKA y p38 MAPK, y que su activacion confluye entre otras cosas,
en la produccion de citoquinas regulatorias como IL-10 y TGF-B. Ademas, se demostraron efectos
diferentes tanto en los tiempos como en la fosforilacion de p38 MAPK y p42/p44 JNK, en los que
la Cz fue capaz de favorecer la fosforilacion de p38 MAPK, al tiempo de disminuir la fosforilacion
de p42/p44 y bloquear la fosforilacién de JNK inducida con el T. cruzi completo. Utilizando al
inhibidor SP600125, se demostré también que la inhibicién de JNK favorece la expresion de
arginasa y por tanto el crecimiento del T. cruzi. En este sentido, se observé que la inhibicién de
estas cascadas de sefalizacion fue capaz de disminuir la expresion de arginasa I, incluso en
presencia de Cz, afectando la sobrevida del parasito. Nuestros reportes previos demuestran en
conjunto que la Cz y el parasito, son capaces de modificar el balance metabdlico de la
iNOS/arginasa |, el balance de las citoquinas IL-12/IL-10, inducir la expresion de receptores
regulatorios como PD-LI y PD-L2, inducir la expresién del receptor de manosa, y limitar la

produccion de ON (49, 60, 61, 82-85).
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1.4. Laviade mTOR y el T. cruzi

Dado que la expresion y mantenimiento de un determinado fenotipo en un microambiente
particular dependen, entre otras cosas, del estado metabdlico del macrofago, muchos esfuerzos se
han enfocado en comprender las diferentes redes metabdlicas celulares y su participacion en la
respuesta inmune y los eventos de polarizacion del macréfago (86-88). Una de las principales vias
de sefializacion y gran moduladora de diversos eventos tanto metabdlicos como inmunolégicos
dentro del macrofago, se conoce con el nombre de su principal componente, la quinasa mMTOR
(Figura 8) (89-93). Esta proteina es una serina/treonina quinasa altamente conservada entre los
organismos eucariotas, capaz de formar dos complejos cataliticos conocidos como mTORC1 y
mTORC2. Esta via de sefializacion es conocida por modular diferentes funciones celulares,
incluyendo el crecimiento, la proliferacion y la sobrevida celular a través de la integracion de
diferentes sefiales referidas a nutrientes, estado energético, factores de crecimiento, citoquinas,

entre otros (94, 95).

Las diferentes sefiales del microambiente confluyen en la activacion del eje PI3K-Akt, que
tiene como principal funcién activar a mTOR, removiendo su complejo inhibidor denominado
TSC1/2. Este complejo regula a RHEB, una proteina reguladora de la actividad GTPasa de mTOR.
Cuando TSC1/2 es fosforilado por Akt, libera a RHEB promoviendo la formacién del complejo

mTORC1.

En un contexto general, la sintesis de proteinas es el proceso mejor conocido por estar
controlado por mTOR, dado que su actividad quinasa fosforila a la proteina 1 de union a factor
regulador de la iniciacion de la traduccion eucaridtica (4EBP1) y a la proteina quinasa P70S6K.
La fosforilacion de 4EBP1 previene su union al factor regulador de la iniciacion de la traduccion

eucariotica (elF4E), permitiéndole al mismo participar en la iniciacion dependiente de CAP
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(Caperuza: 7-metilguanosina trifosfato). La fosforilacion de la quinasa P70S6K promueve la
biogénesis de mRNA, asi como también la iniciacion y elongacion de la traduccion proteica (96).
La funcion inmunolégica de mTOR se ha reportado en estudios donde su actividad reduce la
produccion de IL-12 e IL-23 después de la estimulacion con LPS a macréfagos humanos (86). En
este sentido, cuando se bloqued la actividad de mTOR en DDMO y MDMO murinos la produccion
de IL-10 se redujo, al tiempo que aumento la de IL-12 (92, 97, 98). Estas observaciones demuestran
que la activacion de mTOR limita las respuestas inflamatorias, pero otros estudios han mostrado
que los macroéfagos deficientes para TSC1 producen elevadas concentraciones de TNFa, 1L-12p70
e IL-6 en respuesta a ligandos TLR como LPS, al tiempo que reducen la produccién de 1L-10 (99-
101). Sin embargo, a pesar de los diferentes estudios sobre el rol de mTOR sobre el sistema inmune
(principalmente en células T), se conoce muy poco acerca de la funcion de esta via de sefializacion
en macrofagos durante la infeccién con T. cruzi.
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Figura 8. Via de sefializacion de mTOR. (A) Sefiales del microambiente celular como factores de crecimiento,
ATP o glucosa activan al eje (B) Akt-PI3K cuya principal funcion es fosforilar (inhibiendo) al complejo (C)
TSC1/2 para que libere a la GTPasa RHEB y se forme el complejo (D) mTORCL, activando asi (E) la sintesis de
proteinas, de nuclettidos, de lipidos y progreso a través del ciclo celular. Adaptado de Perl et al, 2017.
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Hipdtesis

Teniendo presente este marco tedrico, la hipotesis planteada para este trabajo doctoral fue:

Si la infeccidn del macrofago por el T. cruzi involucra la activacion de la
via de mTOR y la induccion del fenotipo M2, entonces la inhibicion de
esta via de sefializacion en sus diferentes niveles, bloquearia la induccién
de circuitos alternativos, al tiempo que activaria los circuitos
inflamatorios del macrofago, confluyendo ambos escenarios en un efecto
desfavorable para la sobrevida y replicacion del parasito.
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Objetivos

General

Estudiar la participacion de la via mTOR en la activacion y polarizacion del macrofago durante

la infeccion con T. cruzi.

Especificos

N° 1. Evaluar el estado de activacion de la via de mTOR en macréfagos murinos infectados con T.

cruzi.

N° 2. Estudiar el efecto de la inhibicién de la via de mTOR sobre el perfil de activacion de

macrofagos y la sobrevida del T. cruzi.

N° 3. Estudiar los mecanismos inflamatorios activados por la inhibicion de mTOR en macr6fagos

infectados con T. cruzi
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Materiales y métodos
4.1 Modelo animal

Los ratones BALB/c fueron adquiridos de la Comision Nacional de Energia Atomica
(CNEA, Buenos Aires, Argentina). Los machos de ratones TNFa-RKO (B6.129-Tnfrsfla™Mak),
IL6KO (B6.129S2-116/"™C%") TENaRKO (Ifnar’™A9) CASP1/11KO (B6N.129S2-Casp1™Fvi)
y NLRP3KO (B6.129S6-NIrp3/J™8&k (hackground C57BL/6), fueron obtenidos de Jackson
Laboratory. Los ratones C57BL/6 fueron obtenidos de la Universidad Nacional de La Plata. Todos
los animales utilizados en el presente trabajo de investigacion fueron mantenidos en el bioterio y
bajo las normas por las que se rige el Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e

Inmunologia — CIBICI — CONICET — CICUAL (nro. 2016-213) (102).

4.2 Trypanosoma cruzi

La forma tripomastigote del T. cruzi (cepa Tulahuen) con las que se llevaron a cabo los
diferentes ensayos experimentales, fue obtenida a partir de dos instancias de infeccion: en la
primera instancia, los tripomastigotes se obtuvieron al dia 11 posinfeccion (p.i.) a través de la
centrifugacion de sangre de ratones infectados, y resuspendidos en RPMI SBF 10%. En la segunda
instancia, dichos tripomastigotes, fueron utilizados para infectar cultivos de la linea celular Vero
a fin de replicar al parésito. Siete dias p.i. se recolectaron los sobrenadantes y se centrifugaron a
2056 rcf durante 10 min. Los parasitos obtenidos fueron contados en camara de Neubauer y

congelados a -80°C o utilizados para los diferentes experimentos de infeccion (103).
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4.3 Macrdéfagos peritoneales y derivados de médula 6sea

Para obtener los macréfagos derivados de médula 6sea (MDMO), la medula ésea fue
obtenida a partir de los huesos del fémur y la tibia de ratones BALB/c, C57BL/6 y KO,
resuspendida en RPMI 1640 frio, conteniendo 40 pg/ml de gentamicina, siguiendo procedimientos
estandares (43). Estas células progenitoras de médula 6sea recuperadas se cultivaron en placas
para bacterias de 100 mm, que contenia SFB 10%, 40 pg/ml de gentamicina, L-glutamina 2 mM
y medio condicionado derivado del cultivo de células L929 (LCM) al 30%, durante 4 dias (104).
Luego, los progenitores de medula 6sea se suplementaron con RPMI + LCM al 30%. Al dia 6, se
usaron los MDMO como se indica (Figura 9 y 10). Los ratones BALB/c fueron infectados
intraperitonealmente (103), y los macréfagos peritoneales (PM) se extrajeron y procesaron usando
diferentes técnicas, segin sea pertinente. Los animales no infectados se procesaron en paralelo
como control (Figura 9).
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Figura 9. Modelo de infeccion de ratones BALB/c y obtencion de macro6fagos peritoneales a diferentes dias
posinfeccion.
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Figura 10. Modelo de obtencién de macréfagos derivados de medula 6sea.

4.4 Insumos y reactivos

El dimetilsulféxido (DMSO), Clorhidrato de 2-4-morfolinil-8fenil-1-benzopiran-4-ona
(LY294002), Cloruro de difenilenodonio (DPI), reactivo de Griess, 4',6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) e Inhibidor de fosfatasas “PhosphoStop” fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, USA); Rapamicina y Fluorsave fueron obtenidos de Calbiochem (Darmstadt, Alemania). El
Hidrato de pp242 (PP242) fue obtenido de Cayman Chemical (Ann Arbor, Michigan, USA).
Interferon gama (IFNYy), interleuquina 4 (1L-4), kits de ELISA sandwich para 1L-10, 1L12p70,
TNFa, IL-6 e IL-1B y los anticuerpos para FACS anti CD11b (APC) y anti F480 (PE y FITC),
fueron obtenidos de BioLegend (San Diego, California, USA). Lipopolisacarido (InvivoGen), 4-

amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina (DAF-FM DA), 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina
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(H.DCF-DA), fueron obtenidos de Invitrogen (Carlsbad, California, USA). ElI marcador de peso
molecular y el MitoSOX TM Red fue obtenido de Thermo Fisher Scientifics (Waltham, MA,
USA). Los anticuerpos de Western Blot anti p-mTOR, anti p-P70S6K, anti p-4EBP, anti ATP
citrate liasa, anti B-actina, anti NLRP3 y anti IL-1p fueron obtenidos de Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA). Los anticuerpos para Western Blot anti Arginasa | e iNOS, fueron obtenidos
de Santa Cruz Biotechnology (Palo Alto, California, USA). Los anticuerpos secundarios
fluorescentes anti Rabbit IRDye 680RD y anti Mouse IRDye 680RD fueron obtenidos de LI-COR
Biosciences (Lincoln, NE, USA). El anticuerpo secundario anti IlgGh marcado con fluorocromo
FITC, fue obtenido de Biocientifica (Buenos Aires, Argentina). El coctel de inhibidores fue

adquirido en Roche (Basilea, Suiza).

4.5 Modelos de inhibicion

Inhibidores de la via de mTOR. Macrdfagos peritoneales y derivados de medula 6sea,
obtenidos de ratones BALB/c y C57BL/6, fueron tratados con diferentes inhibidores: rapamicina
(50 0 100 nM), PP242 (40 u 80 nM) y LY94002 (10 o 50 nM). Cada inhibidor fue resuspendido
por separado en RPMI SBF 2%, y cultivado junto con los macrofagos durante 90 min. A
continuacion, los macréfagos fueron lavados 3 veces con PBS temperado para remover el
inhibidor, y fueron preparados para los estimulos correspondientes de cada experimento.

Inhibidor de IDO. Macréfagos derivados de médula dsea obtenidos de ratones BALB/c y
C57BL/6, fueron tratados con el inhibidor 1-MT (10 uM) solo, o con el inhibidor 1-MT con
rapamicina, durante 24 h y 24 h/1.5 h, respectivamente. A continuacién, los macrofagos fueron
lavados 3 veces con PBS temperado para remover el inhibidor, y fueron preparados para los

estimulos correspondientes de cada experimento.
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Inhibidor de ROS. Macro6fagos derivados de médula dsea obtenidos de ratones BALB/c y
C57BLY/6, fueron tratados con DPI (20 uM). El inhibidor fue resuspendido solo, o con rapamicina,
en RPMI SBF 2%, y cultivado junto con los macréfagos durante 3 h. A continuacion, los
macrofagos fueron lavados 3 veces con PBS temperado para remover el inhibidor, y fueron
preparados para los estimulos correspondientes para cada experimento.

El nimero de células utilizado en las diferentes técnicas fue: 6x10° células/pocillo para
Western Blot y ELISA, 3x10° células/pocillo para citometria de flujo y 3x10° células/pocillo para

inmunofluorescencia.

4.6 Analisis por citometria de flujo

Para examinar el porcentaje de diferenciacion (pureza) de los macréfagos derivados de
médula Osea, las células de cada condicién fueron levantadas a diferentes tiempos experimentales,
y marcadas con los anticuerpos anti F4/80 (FITC y PE) y anti CD11b (APC) durante 20 min a 4°C
(103). A continuacién, fueron tefiidos con el colorante vital AquaDead durante 15 min a 4°C para
poder discriminar células vivas de muertas. Para los experimentos que requirieron la determinacion
de productos intracelulares como el ON y ROS, los macr6fagos derivados de médula ésea de cada
condicion fueron levantados a diferentes tiempos experimentales, e incubados con anti F4/80 y
anti CD11b. Posteriormente fueron incubadas con AquaDead y lavadas 3 veces antes de ser
incubados con la sonda correspondiente (Figura 11).

Para detectar los niveles de ON citoplasmatico (102), las células fueron incubadas con 20
MM de la sonda DAF-FM diacetato (FITC), durante 30 min a 37°C antes del analisis por FACS.
Para la detectar los niveles de ROS citoplasmatico (CROS), las células fueron incubadas con 20
MM de la sonda H.DCFDA (FITC), durante 20 min at 37°C previo analisis por FACS. Para detectar
los niveles de ROS mitocondrial (mtROS), las células fueron incubadas con 5 uM de la sonda
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MitoSOX (PE), durante 15 min at 37°C previo andlisis por FACS. Finalmente, todas las
condiciones fueron lavadas con solucion fisioldgica SBF 2%, y resuspendidas para ser analizadas

a través del citometro (FACS Canto Il, BD Biosciences).
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Figura 11. Estrategia de “gates” para el analisis de los macréfagos derivados de medula ésea a través del
software Flow Jo. (A) FSC-SCC > (B) Singletes > (C) FSC-SCC 2 > (D) Live/ Dead Aqua stain > (E) F4/80+;
CD11b+. Los MDMO obtenidos de ratones BALB/c y C57BL/6 fueron recolectados y marcados con Aquadead

para la discriminacion entre celulas vivas y muertas, y con anti-F480 (PE o FITC) y anti-CD11b (APC) para la
determinacion del porcentaje de diferenciacion.

4.7 Determinacion de citoquinas

Las citoquinas fueron cuantificadas a partir de sobrenadantes obtenidos de cultivo,

utilizando la técnica de ELISA sandwich. Entre dichas citoquinas se evaluaron: I1L-10, IL-12p70,
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TNFa, IL-6 e IL-1B. Cada placa fue sensibilizada con el anticuerpo de captura correspondiente a
4°C, 24 h. A continuacion, fueron lavadas e incubadas con PBS-Albumina 1% para bloquear los
sitios de unidn libres. Luego, se lavaron e incubaron con los sobrenadantes de cada muestra
problema o con los estandares recombinantes para cada placa, durante 24 h. Posteriormente, cada
placa fue lavada e incubada durante 1 h con el correspondiente anticuerpo de captura marcado con
biotina. Después, las placas se incubaron con estreptavidina conjugada con peroxidasa durante 1h.
Finalmente, fue agregado el sustrato 3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB), cuya naturaleza
cromdgena permitio leer la reaccion a 490 nm en lector de microplacas. Las curvas de calibracion

fueron disefiadas a partir de los estdndares recombinantes de cada citoquina provistos en cada kit.

4.8 Western Blot

Los macrdfagos peritoneales y derivados de médula dsea levantados a los diferentes
tiempos p.i. experimentales, fueron lavados y resuspendidos en Buffer RIPA (Triton X-100 1%),
sodio dodecil sulfato (SDS 0.1%), coctel de inhibidor de proteasas (25X) e inhibidor de fosfatasas
(10X) durante 20 min a 4°C. A continuacidn, todos los lisados fueron centrifugados 4°C, durante
10 min para llevar a cabo la separacion de la fraccion de las proteinas de la fraccion membranas
celulares. Los sobrenadantes obtenidos de la centrifugacion fueron guardados a -80°C, o
preparados para la determinacion de proteinas a través de la microtécnica de Bradford (105). Cada
lisado de proteinas fue utilizado a continuacion para preparar 40 ug de proteina (por calle)
resuspendidos en buffer de muestra-SDS, y calentados en bafio seco durante 10 min a 100°C. Para
Ilevar a cabo la separacion de los extractos celulares, los lisados fueron sometidos a electroforesis
en geles de SDS-10% Tris-glicina 0 SDS-10% Tris-tricina, a 150 V durante 1 h, y a 100 V durante

3 h, respectivamente. Posteriormente, las membranas fueron coloreadas con rojo Ponceau (0,1%
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en acido acético 5%) para controlar la transferencia y carga proteica en cada calle. Después de
lavar 3 veces cada membrana con buffer Tris-HCI 10 mM-NaCl 150 mM Tween-20 0.1% (TBS-
t, pH 7,5), fue incubada en solucién de bloqueo (TBS-t y leche descremada 5%) durante 60 min. a
temperatura ambiente (103). Posteriormente, las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C
con el anticuerpo anti p-mTOR, anti p-P70S6K, anti p-4EBP1, anti Arginasa I, anti iNOS, anti
NLRP3, IL-1B; y como control de carga anti $-actina o anti ATP citrato liasa. Luego de 3 lavados,
cada membrana se incub6 con el anticuerpo secundario anti-1gG de raton o anti IgG de conejo
fluorescentes a temperatura ambiente durante 1 h. Todas las imagenes de bandas fueron procesadas
a través del Odyssey CLx con longitudes de onda de 780 y 820 nm. Todas las densitometrias y

cuantificaciones fueron hechas con los programas ImageJ e ImageStudio.

4.9 Inmunofluorescencia

Los experimentos se llevaron a cabo cultivando 3x10° BMDM en vidrios individuales,
previamente esterilizados (durante 2 h, a 180°C) con tripomastigotes (1 célula: 5 paréasitos) durante
24 h. Después, los parésitos fueron lavados con PBS a temperatura ambiente, e incubados con
RPMI SBF 10% durante 48 h. A continuacion, las células fueron fijadas con PBS-formaldehido
4% a 4°C durante 40 min. Posteriormente fueron permeabilizadas con Triton X-100 0.1% y
blogueadas con PBS SFB 3% por 15 min, a 37°C. Luego, las células fueron incubadas con pool de
sueros provenientes de pacientes infectados con enfermedad de Chagas durante toda la noche a
4°C. Seguido a esto, fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-lgGh conjugado con el
fluoroforo FITC, durante 1 h a 37°C (82). Posteriormente las células fueron incubadas con DAPI

para la tincion nuclear, durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, cada condicion fue
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lavada 3 veces con PBS, montada con Fluorsave y observadas con microscopio Leica DMi8. La

cuantificacion de la carga parasitaria se llevo a cabo mediante el programa ImageJ.

4.10 Determinacion de ON a través de la reaccion de Griess

Sobrenadantes obtenidos a partir de MDMO cultivados en diferentes condiciones
experimentales, fueron colectados a diferentes tiempos p.i. y junto con la dilucion del estandar de
nitrito de sodio, fueron incubados en oscuridad con el reactivo de Griess (106). La reaccién fue

medida a una absorbancia de 540 nm, en lector de microplacas.

4.11 Reaccién de la Arginasa

La actividad de la enzima arginasa fue llevada a cabo lisando las células con Triton X-100
1% junto con el coctel de inhibidores de proteasas, y el inhibidor de fosfatasas, durante 30 min a
temperatura ambiente. A continuacion, se utiliz6 la microtécnica de Bradford para determinar la
concentracion de proteinas de cada lisado (105). Seguido a esto, las muestras fueron almacenadas
a -80°C, o incubada con 10 pL de Tris-HCL 10 mM y MnCl; 10 mM, pH=7.4, durante 10 min a
56°C. La hidrolisis de la arginina ocurri6 cuando a continuacion se agregaron 25 pL de cada lisado
con 25 pL de arginina 0.5 M, durante 45 min, pH=9.7 a temperatura ambiente. Junto con las
condiciones de la curva estandar para urea, la reaccion enzimatica en los lisados fue detenida con
el agregado de una mezcla de acidos compuesta por H2OSO4 96% / H3PO4 85% / H20 (1/3/7),
disueltos en etanol. Finalmente fue agregado el ISPF 9%, incubados durante 45 min a 90°C, y la

reaccion medida a 540 nm en lector de microplacas (60, 61, 82).
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4.12 Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando la prueba t de Student, a través del
software GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software). Las diferencias con un valor de p

<0.05 fueron consideradas significativas.
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Resultados

5.1 EIT. cruzi y la via de sefializacion mTOR en el macrofago

5.1.1 La quinasa mTOR y su participacion durante los eventos de replicacion del T. cruzi

Dada la importancia de la viamTOR para la ejecucion de distintos eventos del ciclo celular,
tales como el crecimiento y metabolismo del macréfago, y considerando la capacidad del T. cruzi
de inducir Arginasa | (49, 60, 61, 68, 82, 84, 85), nos propusimos investigar la posible participacion
de la viamTOR en la polarizacion alternativa inducida por el parésito, la cual le permite continuar
con su ciclo de reproduccion. Para ello, macrdfagos peritoneales fueron obtenidos a los 15 dias p.i.
a partir de ratones BALB/c infectados con 500 tripomastigotes de la cepa Tulahuen. Los lisados
celulares fueron procesados para WB con el objetivo de analizar la expresion de los diferentes

componentes de la via de mTOR, como sus sustratos principales p-4EBP1 y p-P70S6K.
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Figura 12. La infeccion con T. cruzi induce la activacion de mTOR en los macréfagos. La activacion de mTOR
fue determinada por la fosforilacion de sus sustratos p-4EBP1 y p-P70S6K por WB, utilizando como control de
carga B-actina o ATP citrato liasa. (A) Los macrofagos peritoneales (MP) se obtuvieron de ratones BALB/c sin
infectar (NI, no infectados) o de ratones BALB/c infectados (T. cruzi) a los 15 dias posinfeccion (p.i.). En el WB
se observan 3 experimentos independientes y las barras muestran la media + DE del andlisis densitométrico
correspondiente de los 3 experimentos independientes (* p <0.05 respecto al NI; ** p <0.001 respecto al NI). (B)
Macréfagos derivados de medula 6sea (MDMO) sin infeccion (NI, no infectados) y BMDM cultivados con T.
cruzi, 1:5 célula/parasito (T. cruzi) fueron cultivados durante 1, 6 y 24 h p.i. Ademas MDMO cultivados sin
infeccion fueron estimulados con LPS 1 pug/ml (LPS) y se utilizaron como control positivo de la activacion de
mTOR. Los WB corresponden a un experimento representativo, y las barras muestran la media + DE del analisis
densitométrico correspondiente a 3 experimentos independientes (* p <0.05 respecto al NI; ** p <0.001 respecto

al NI).
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Como se observa en la Figura 12-A, los macréfagos peritoneales obtenidos de ratones
infectados, aumentaron significativamente la activacion de la via mTOR, induciendo un pico de
expresion de p-4EBP1 y p-P70S6K, al dia 15 p.i., respecto a los macrofagos control de animales
sin infeccion. Este mismo fenémeno fue observado en macréfagos derivados de médula 6sea
infectados con T. cruzi, en los cuales la activacion de dicha via aumento significativamente en
todos los tiempos analizados (1, 6 y 24 h p.i.), observandose un aumento en la fosforilacion de sus
sustratos a las 24 h p.i., respecto a los MDMO sin infectar (Figura 12-B). En conjunto, estos
resultados nos sugieren que T. cruzi, ademas de modular eventos especificos para inducir un
fenotipo alternativo de macréfago (60, 61, 68, 82), estaria promoviendo la activacion de la via de

mTOR en el macréfago.

‘ a Tripomastigotes
s 000 o U
il —»
BALB/c X X | L ! | -
2-3 meses de edad -90 min oh 1h 6h 12h 24h  48h 72h
Médula
2 Tripomastigotes
Osea RAPAMICINA L
o @@ |
L. N o®®F " 0 . .
6 dias de diferenciacion 1 T 1 1 T T 1 T
en M-CSF—30% -90 min 0h 1h 6h 12h  24h  48h 72h
. ‘ . Controles positivos: IL-4; LPS
—» /
Macréfagos . . ‘ l l l l I : >
. I I 1 1
De”"ad°,s de oh 1h 6h 12h 24h 48h 72h
Médula Osea

Figura 13 | Modelo de inhibicion de la via de mTOR. Macré6fagos derivados de médula 6sea, obtenidos a partir
de ratones BALB/c fueron pretratados con diferentes inhibidores de mTOR: rapamicina (50 o 100 nM; inhibidor
del complejo mTORC1), LY294002 (10 o 50 nM; inhibidor de PI3K), PP242 (40 o 80 nM; inhibidor del dominio
ATP de mTOR) o con DMSO (C, control), durante 90 min en RPMI-SBF 2%. A continuacion, fueron lavados e
infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 1, 3, 6, 12 y 24 h. Ademas se utilizaron MDMO
estimulados con LPS/IFNy (100 ng/mL) o IL-4 (80 nM), como controles positivos. Finalmente los macréfagos
fueron lavados y preparados para inmunofluorescencia indirecta, WB, ELISA o FACS.
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5.1.2 La inhibicion de mTOR y la sobrevida del T. cruzi

En primer lugar, para demostrar que la via mTOR estaba siendo inhibida, MDMO fueron
pretratados con el farmaco rapamicina y posteriormente infectados con T. cruzi. Ademas, MDMO
estimulados con LPS+IFNy o IL-4 fueron utilizados como controles positivos de los fenotipos M1

y M2 del macrofago (Figura 14). De acuerdo con los resultados anteriores, como se observa en la

BESIRSE _ ©
S 4
e}
(2]
@
=
5
p-4EBP1 b1 2
o
~
1
B-Actina o
ol =
DMSO RAPA Tcruzi RAPA L4
+T.cruzi DMSO RAPA Tcruzi RAPA IL4
+T.cruzi
7~
3.75 * %k

* %k

n-S6 / B-Actina
4
p-4EBP1 / B-Actina
,

0.00-

DMSO RAPA Tcruzi RAPA IL4 DMSO RAPA Tcruzi RAPA IL4
+T.cruzi +T.cruzi

Figura 14 | Inhibicién de la via de mTOR. La inhibicién de la via de mTOR fue evaluada a través de la
fosforilacion de sus sustratos p-4EBP1, p-S6 y p-P70S6K, utilizando como control de carga B-actina. Macrofagos
derivados de médula 6sea (MDMO), obtenidos a partir de ratones BALB/c fueron pretratados con DMSO como
control, o con rapamicina (100 nM) durante 90 min. A continuacion fueron lavados, y cultivados sin infeccion
(NI, no infectados) o infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 24 h. Ademas, se utilizaron MDMO
sin pretratamiento y sin infeccién, estimulados con IL-4 (80 nM) durante 24 h como control positivo. Los WB
corresponden a un experimento representativo, y las barras muestran la media + DE del analisis densitométrico
correspondiente a 3 experimentos independientes (** p <0.001 respecto al DMSO).
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Figura 14 aquellos MDMO controles estimulados s6lo con el parésito, mostraron un aumento
significativo de la expresion de los sustratos p-4EBP1, p-P70S6K y p-S6, respecto a los controles
sin infeccion. En contraste, aquellos MDMO pretratados con rapamicina, redujeron
significativamente la expresion de los sustratos fosforilados mencionados anteriormente. Estos
resultados demuestran que la inhibicion farmacoldgica de la quinasa mTOR, estaria impidiendo la
fosforilacion de sus sustratos, y con ello, la activacién de la via. Para continuar con los objetivos,
nuestro modelo de inhibicion se complementd utilizando los farmacos LY94002 y PP242 (Figura
13), para la inhibicién de la via mTOR a diferentes niveles en su sefializacion. Los MP y MDMO
fueron pretratados con Rapamicina, LY94002 y PP242, o estimulados con IL-4 o infectados con
T. cruzi. Luego de 72 h p.i. fueron preparados para inmunofluorescencia (IF). Todas las IF fueron
analizadas considerando el numero de células infectadas, asi como también el ndmero de
amastigotes dentro de cada célula (Figura 15). Como se observa en los paneles superiores, aquellos
MP o MDMO control, estimulados con IL-4, aumentaron significativamente la carga parasitaria
respecto a los controles sin estimular, resaltando la importancia del fenotipo alternativo del
macrofago para la replicacion del parésito. En contraste, aquellos macréfagos pretratados con los
diferentes inhibidores de mTOR, redujeron significativamente la carga parasitaria cuando se los
compara con los macréfagos control sin pretratamiento (Figura 15-A). Nuestro siguiente objetivo
estuvo dirigido a determinar si el pretratamiento con los farmacos inhibidores pudiera tener un
efecto toxico responsable de la disminucién de la carga parasitaria. Para ello, a partir de los
sobrenadantes de cultivo obtenidos de MP y MDMO pretratados con los diferentes inhibidores, se
midid la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (107), un indicador de muerte celular. Los
resultados obtenidos, muestran que los niveles de LDH medidos en ambas fuentes de macrofagos

fueron similares en todos los tratamientos, indicando que la reduccion en la carga parasitaria bajo
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el pretratamiento con los diferentes inhibidores no fue provocada por la toxicidad de los farmacos
utilizados (Figura 15-C). A esto Gltimo, se suman reportes previos donde se demuestra que la
rapamicina, LY294002 y PP242 (en las concentraciones experimentales) no afectan de manera

directa la replicacion ni la sobrevida del T. cruzi (108).
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Figura 15 | La activacion de mTOR en los macréfagos es esencial para la replicacion del parasito. (A-B)
Macréfagos derivados de medula 6sea (MDMO) y peritoneales de ratones BALB/c fueron pretratados con DMSO
(como control), o fueron pretratados con diferentes inhibidores de mMTOR: rapamicina (50 o 100 nM), PP242 (40
u 80 nM), LY294002 (10 o 50 nM) durante 90 min. A continuacién todas las condiciones fueron lavadas e
infectadas con T. cruzi (1:5, células: paréasitos) durante 24 h. Ademas se utilizaron macr6fagos sin pretratamiento,
estimulados con IL-4 (80 nM) e infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 24 h, como control positivo
de la infeccién. Luego, todos los parasitos no internalizados fueron lavados, y todos los macréfagos cultivados en
RPMI SBF 10%. Después de un total de 72 h fueron preparados para inmunofluorescencia indirecta. (A) Los
resultados se expresan como nimero de parasitos por 100 células, cuantificados por el software ImageJ. Las barras
representan la media £ DE de 3 experimentos independientes (** p <0,005 respecto al DMSO; *** p <0,001
respecto al DMSO). (B) Una imagen representativa de BMDM pretratados con DMSO o con rapamicina donde se
muestra el ntcleo celular tefiido con DAPI (azul) y a los amastigotes tefiidos con IgG-FITC (verde). Los recuadros
muestran un area de la imagen aumentada (punta de flecha), indicando macréfagos infectados. (C) La liberacion
de LDH en los sobrenadantes de cada condicion fue utilizada como marcador de muerte celular. Las barras
representan la media + DE de 3 experimentos independientes (ns, no significativo respecto al DMSO).

5.1.3 mTOR y el balance iINOS/Arginasa durante la infeccién con T. cruzi

Teniendo presente estos experimentos donde se observa que la actividad de la viade mTOR
es fundamental para la sobrevida del T. cruzi, nuestro siguiente objetivo fue evaluar el efecto de la
inhibicion de esta via, sobre el balance INOS/Arginasa (marcadores de polarizacion), en
macrofagos infectados con el parasito. Utilizando nuestro modelo de inhibicion, MDMO fueron
pretratados con rapamicina y posteriormente infectados. Como controles positivos MDMO fueron

estimulados con LPS/IFNy o IL-4.
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Figura 16 | La inhibicion de mTOR modifica la relacion iNOS/Arg de MDMO infectados con T. cruzi.
Macrofagos derivados de medula 6sea (MDMO) obtenidos de ratones BALB/c fueron pretratados con DMSO (como
control), o fueron pretratados con rapamicina (100 nM) durante 90 min. A continuacion todas las condiciones fueron
lavadas y cultivadas sin infeccion (NI, no infectados), o infectadas con T. cruzi 1:5, células: pardsitos, durante 24
h. Ademas se utilizaron macréfagos sin pretratamiento y sin infeccion, estimulados con I1L-4 (80 nM) o con LPS (1
pg/mL) +IFNy (100 ng/mL) durante 24 h, como controles positivos. Después de 24 h p.i. las células y los
sobrenadantes fueron recolectados y procesados para diferentes técnicas. Los lisados celulares se utilizaron para
evaluar la expresion de (A) Arginasa | e (C) iINOS mediante western blot, usando B-actina como control de carga.
El analisis densitométrico se obtuvo utilizando el software ImageJ; los WB representan un experimento de tres
experimentos independientes. (B) La actividad de la arginasa se determiné a partir de la produccién de urea 24 h
p.i. (D) EI ON se determin6é mediante la reaccidn de Griess en sobrenadantes, y por (E) FACS utilizando la sonda
DAF-FM DA (20uM, FITC), 30 min a 37°C. Los resultados muestran el porcentaje de células productoras de ON,
F4/80+; CD11b+. Las barras representan la media £ DE de 3 experimentos independientes (* p <0.05; ** p <0.005;
*** n <0.001 respecto al DMSO; ns, no significativo respecto al DMSO).

Como se observa en la Figura 16, los BMDM infectados con el T. cruzi (barras blancas),
elevaron significativamente la expresion y actividad de la enzima arginasa, en concordancia con
los reportes que demuestran la importancia de esta enzima para la sobrevida del parasito. Sin
embargo, aquellos macréfagos pretratados con rapamicina (barras negras) e infectados con el
parésito, redujeron significativamente la expresion de las enzimas tanto arginasa como iNOS
(Figura 16, A y C), respecto a los macrdfagos infectados, pero sin pretratamiento. Los efectos de
la inhibicion sobre la relacion de ambas enzimas se correspondieron con la disminucién en la
actividad de las mismas, ya que como se observa en la Figura 16, B y D, las concentraciones de
urea y NO fueron significativamente menores a los niveles observados en aquellos macréfagos
infectados pero sin pretratamiento. Para complementar este analisis, ademéas de medir el ON
liberado en sobrenadantes de cultivo, se determinaron sus niveles citoplasmaticos en los lisados
celulares a través de FACS (Figura 16, D y E). Al igual que las observaciones obtenidas en
sobrenadantes, los niveles de ON citoplasmatico se encontraron significativamente disminuidos
en macrofagos pretratados con rapamicina e infectados con el parasito, respecto a los controles sin
pretratamiento. Estas observaciones demuestran que los circuitos que involucran a laiNOS y a la
arginasa disminuyen su expresion durante la inhibicion de mTOR.
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5.1.4 Larelacion y el balance de 1L-10/1L-12p70 y mTOR durante la infeccion con T. cruzi
Para continuar con nuestro estudio, se determind la produccion de las citoquinas 1L-12p70
e IL-10, ambos marcadores de polarizacion M1 y M2, respectivamente (Figura 17, A 'y B). Para
ello, MDMO fueron pretratados con rapamicina y luego infectados con tripomastigotes de T. cruzi.
Los sobrenadantes se recolectaron 24 p.i., y luego se procesaron para ELISA. Los resultados de
estos experimentos mostraron que aquellos macrofagos pretratados con rapamicina e infectados
con el parasito disminuyeron significativamente los niveles de produccion de I1L-10, respecto a los
macrofagos infectados, pero sin pretratamiento. En estos Ultimos se observé un aumento
significativo de la produccion de I1L-10, mientras que se observé una disminucion significativa de
la produccidn de IL-12p70. Trabajos previos al respecto (49, 60, 61, 82, 109), demuestran que la
disminucion en los niveles de la IL-12p70 funciona como un mecanismo complementario de
polarizacion que ejerce el T. cruzi para promover su replicacién. Sin embargo, en macréfagos
infectados con el parasito y pretratados con rapamicina, los niveles de 1L-12p70 aumentaron
significativamente, indicando que la inhibicion de la via de mTOR podria estar modificando la
polarizacion inducida por el T. cruzi hacia un fenotipo inflamatorio. Estos resultados demuestran
que la via de mTOR es fundamental para la replicacion del parasito no solo porque su inhibicion
reduce significativamente la carga parasitaria, sino también por la induccion de marcadores M1

como la IL-12p70.
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Figura 17 | La inhibicibn de mTOR modifica el balance IL-10/IL-12 en MDMO infectados con T. cruzi.
Macréfagos derivados de medula 6sea (MDMO) obtenidos de ratones BALB/c fueron pretratados con DMSO
(como control), o fueron pretratados con rapamicina (100 nM) durante 90 min. A continuacion todas las
condiciones fueron lavadas y cultivadas sin infeccion (NI, no infectados) o infectadas con (T. cruzi) 1:5, células:
parasitos, durante 24 h. Ademas se utilizaron macrofagos pretratados con DMSO (como control), o pretratados
con rapamicina (100 nM) durante 90 min., los cuales luego de ser lavados fueron estimulados con LPS (1 pg/mL)
durante 24 h, como control positivo. Los sobrenadantes fueron recolectados 24 h p.i., y luego preparados para la
determinacion de produccion de (A) IL-10 e (B) IL-12p70 a través de ELISA. Las barras representan la media +
DE correspondiente a 3 experimentos independientes (* p <0.05 respecto al DMSO; *** p <0.001 respecto al
DMSO).

5.2 mTOR y los mecanismos inflamatorios en el macréfago durante la infeccion con T. cruzi

5.2.1 mTOR y la activacion inflamatoria del macréfago durante la infeccion con el T. cruzi

Es ampliamente conocido que el macréfago cumple un rol fundamental en la respuesta
inmune contra el T. cruzi induciendo mecanismos de comunicacién celular a través de citoquinas
como IL-12p70, asi como también, mecanismos antimicrobianos, como la produccién de ON. En
nuestro modelo de inhibicion de mTOR, los resultados mostraron que el macréfago fue capaz de
reducir significativamente la replicacion del parasito de forma independiente a la induccién de
INOS. Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue evaluar los posibles circuitos inflamatorios

alternativos que pudieran estar participando en este evento.
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Teniendo en cuenta que la autofagia es un conocido mecanismo inmune inducido por la
inhibicion de mTOR, el primer objetivo de esta segunda parte fue el de evaluar la posible
participacion de la autofagia en la reduccion de la carga parasitaria. Previamente ha sido reportado
que el pretratamiento durante 24 h con rapamicina induce la activacion de autofagia (36, 110-112).
Por tal motivo, MDMO fueron pretratados con rapamicina durante 90 min, segun indica nuestro
modelo de inhibicion, y también con rapamicina y PP242 durante 24 h como control positivo de
autofagia. Posteriormente fueron procesados para WB con el fin de determinar la expresion de
LC3 I/ll, un marcador de activacion de esta via de sefializacion. Como se observa en estos
resultados (Figura 18), hubo un aumento en la expresion de las moléculas LC3 I/11 en aquellos
macrofagos pretratados con rapamicina y PP242 durante 24 h. Por otro lado, en aquellos
macrofagos pretratados con rapamicina durante 90 min de acuerdo a nuestro modelo de inhibicion,
la expresion de la forma LC3 11 no fue detectada. Estos resultados estarian indicando que el efecto
de la inhibicion de mTOR sobre la carga parasitaria, podria estar ocurriendo independientemente
a la activacion de la autofagia. Otro de los mecanismos evaluados fue aquel que involucra la
produccion de las especies reactivas del oxigeno citoplasmaticas (cROS), cuya actividad
microbicida es uno de los principales mecanismos inflamatorios del macréfago. Para ello, MDMO
fueron pretratados DMSO o con rapamicina durante 90 min. Posteriormente fueron lavados y
cultivados sin infeccion o infectados con T. cruzi, mientras que otros MDMO sin pretratamiento,
fueron estimulados con LPS/IFNy como control positivo. Las células fueron recolectadas a
diferentes tiempos (6 y 24 h p.i.), y luego procesadas para citometria. Una observacion acerca de
estos experimentos fue que el T. cruzi solo no fue capaz de inducir la produccion de cROS en
macrofagos sin pretratamiento (Figura 19). Este resultado estaria indicando un posible mecanismo

de evasion del parésito que le permitiria sobrevivir dentro del citoplasma celular. Sin embargo, la
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produccién de cROS en aquellos macréfagos pretratados e infectados con el parasito, mostrd
niveles similares respecto a los observados en macrofagos infectados sin pretratamiento. En su
conjunto, los resultados demuestran que tanto la infeccion con T. cruzi como la inhibicién de la
viamTOR, no fueron capaces de inducir un aumento en la produccién de cROS. Reportes previos
han indicado que la actividad de la enzima Indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) del macréfago,
participa en el control de la replicacion del parésito. Esta enzima, a traves del catabolismo del
aminodcido triptofano, genera metabolitos como la 3-hidroxiquinurenina (3-HK) cuyos efectos

microbicidas se observaron tanto en las formas amastigotes, como tripomastigotes (70, 71).
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Figura 18 | La disminucion de la carga parasitaria durante la inhibicion de mTOR ocurrié de forma
independiente a la induccion de autofagia en MDMO. Macré6fagos derivados de medula 6sea (MDMO) de
ratones C57BL/6, fueron pretratados con DMSO (como control) o con rapamicina (100 nM), segun se indica,
durante 90 min. A continuacion todas las condiciones fueron lavadas y cultivadas sin infeccion o infectadas con
T. cruzi 1:5, células: parasitos, durante 24 h. Como control positivo de autofagia, MDMO, fueron pretratados con
rapamicina (RAPA 100 nM y 200 nM) o con PP242 (40 nM) durante 24 h. Posteriormente, todos los macréfagos
fueron lavados y preparados para la determinacion de la expresion de las formas LC3 | y Il, medida a los 90 min
y 24 h a través de WB. Para ello se utilizd como control de carga B-actina. EI WB muestra 1 experimento
representativo de 3 experimentos independientes.
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Dado que la sefializacion a través de la enzima IDO forma parte de la bateria de circuitos
inflamatorios disponibles en el macrofago, nuestro siguiente objetivo fue determinar si la
inhibicion de la via mTOR involucra la activacion de esta enzima. Para ello, nuestro modelo de
inhibicidn consistio en BMDM pretratados durante 24 h con el inhibidor de la enzima IDO, el 1-
MT, y luego durante 90 min, con rapamicina. Después del lavado, los macréfagos fueron
infectados con T. cruzi, o estimulados con IL-4 o LPS/IFNy como controles positivos, y

posteriormente procesados para IF.
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Figura 19 | El descenso de la carga parasitaria durante la inhibicion de mTOR es independiente a la via de
ROS citoplasmatico (cROS). MDMO obtenidos a partir de ratones BALB/c, fueron pretratados con rapamicina
(100 nM) o con DMSO, (control), durante 90 min. Luego todas las condiciones fueron lavadas y cultivadas sin
infeccion (NI, no infectados) o infectadas con T. cruzi 1:5, células: parasitos durante 6 y 24 h. Ademas se utilizaron
macroéfagos sin pretratamiento y sin infeccion, estimulados con LPS (1 pg/mL) + IFNy (100 ng/mL) durante 24 h,
como controles positivos. A continuacion las células fueron recolectadas y procesadas para su marcacién con anti
F4/80 (PE) y CD11b (APC). Después fueron incubadas con la sonda 20 uM H2DCFDA (oxidada por peroxido de
hidrogeno; FITC) durante 20 min a 37°C para la determinacion de las especies reactivas del oxigeno
citoplasmaéticas (CROS). Los resultados fueron procesados a través del software FlowJo, y son expresados como
porcentaje de células positivas. Las barras muestran la media £ DE del anélisis densitométrico correspondiente a
3 experimentos independientes (ns, no significativo respecto al DMSQ).
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Figura 20 | El descenso de la carga parasitaria durante la inhibicion de mTOR ocurrié de forma
independiente a la via de IDO. MDMO obtenidos a partir de ratones BALB/c, fueron pretratados con DMSO
como control, con rapamicina (100 nM) durante 90 min., con 1-Metil-DL-triptofano (1- MT, 100 uM) durante 24
h, o con 1-MT (24 h) + rapamicina (90 min). A continuacion todas las condiciones fueron lavadas e infectadas con
T. cruzi (1:5, células: paréasitos) durante 24 h. Ademas se utilizaron macréfagos sin pretratamiento, estimulados
con LPS (1 pg/mL) + IFNy (100 ng/mL) e infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 24 h como
control positivo. Luego, todos los parasitos no internalizados fueron lavados, y todos los macréfagos cultivados
en RPMI 10% SBF. Después de un total de 72 h fueron preparados para inmunofluorescencia indirecta. (A)
Micrografia representativa de MDMO pretratados con DMSO, con rapamicina, con 1-MT, o con rapa + 1- MT,
donde se observan los nucleos celulares tefiidos con DAPI (azul), y a los amastigotes tefiidos con IgG-FITC
(verde), incubados con un pool de sueros de pacientes con enfermedad de Chagas y un anticuerpo secundario anti
IgGh conjugado con FITC. Los cuadros muestran un area de la micrografia (flechas) a mayor magnificacion, e
indican macrofagos infectados. (B) Las barras representan la replicacion intracelular del T. cruzi en MDMO,
expresada como nimero de parasitos/100 células, y representan la media + DE correspondiente a 3 experimentos
independientes (* p <0.05 respecto al DMSO; ** p <0.005 respecto a DMSO).

Todas las inmunofluorescencias fueron analizadas teniendo en cuenta el nimero de células
infectadas, asi como también el nimero de amastigotes dentro de cada célula (Figura 20-A). En
estos resultados podemos observar en principio, una corroboracion de los reportes previamente
comentados, en los que la participacion de la enzima IDO frente a la infeccion contra el T. cruzi
es fundamental para el control de la infeccion. Como se observa (Figura 20 B), aquellos
macrofagos control pretratados con 1MT, fueron incapaces de reducir la replicacion del parasito,

sefialando la importancia de esta via para el control y eliminacion de microorganismos. En
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contraste, se observé que aquellos macrofagos en los que la via de mTOR se encontraba inhibida,
fueron capaces de reducir significativamente la replicacién del parésito comparado con los
controles sin pretratamiento. Por ultimo, los macréfagos infectados donde se llevo a cabo la
inhibicion de IDO y mTOR, redujeron la replicacion del parésito comparado con los pretratados
solamente con el IMT. En conclusion, este grupo de resultados indican que la inhibicion de mTOR
y su efecto sobre la carga parasitaria, estaria ocurriendo a través de mecanismos inflamatorios

independientes a la activacion de IDO.

5.2.2 El macrdéfago y los mecanismos que participan del fenotipo M1

Ademas de ser una célula fundamental para la inmunovigilancia de los tejidos ante distintos
escenarios infecciosos, el macrofago tiene la habilidad de inducir determinados mecanismos
inflamatorios que le permiten adaptar las respuestas inmunes a diferentes grupos de
microorganismos. Con el objeto de determinar cuél es el mecanismo inflamatorio que estaria
activandose durante la inhibicion de mTOR, llevamos a cabo un estudio de diferentes moléculas y
mediadores inflamatorios importantes para la defensa contra el T. cruzi. Para ello se emplearon
diferentes cepas de ratones KO para diferentes moléculas inflamatorias en el macréfago. Sin
embargo, todos los ratones KO que fueron empleados fueron obtenidos a partir de ratones de
background C57BL/6, por lo que fue necesario reproducir los mismos resultados de nuestro
modelo de inhibicién con rapamicina, observados en ratones con background BALB/c. Para ello
MDMO de la cepa C57BL6 fueron pretratados con rapamicina durante 90 min y luego infectados
con T. cruzi. Ademéas, MDMO fueron estimulados con IL-4 o LPS+IFNy como controles positivos.
Posteriormente, los sobrenadantes fueron recolectados a diferentes tiempos (24 h) y procesados
para ELISA con el objetivo de evaluar el balance 1L-10/1L-12, o procesados para la determinacion

de nitritos a través de la reaccion de Griess (Figura 21).
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Figura 21 | La inhibicién de mTOR en MDMO de cepa BALB/c fue reproducida en MDMO de la cepa
C57BL/6. (A) Macroéfagos derivados de medula 6sea (MDMO) obtenidos de ratones C57BL/6, fueron pretratados
con DMSO como control, o con rapamicina (100 nM) durante 90 min. A continuacion todas las condiciones fueron
lavadas e infectadas con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 24 h. Ademas se utilizaron macréfagos sin
pretratamiento, estimulados con IL-4 (80 nM) e infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 24 h como
control positivo de la infeccion. Luego, todos los parasitos no internalizados fueron lavados, y todos los
macrofagos cultivados en RPMI SBF10%. Después de un total de 72 h fueron preparados para
inmunofluorescencia indirecta. Las barras representan la replicacién intracelular del T. cruzi, expresada como
namero de parasitos / 100 células y representan la media + DE correspondiente a n=3 experimentos independientes
(* p <0.05 respecto al DMSO; ** p <0.001 respecto a DMSQO). (B-D) Macré6fagos derivados de medula 6sea
(MDMO) obtenidos de ratones C57BL/6 fueron pretratados con DMSO (control), o con rapamicina (100 nM)
durante 90 min. A continuacion todas las condiciones fueron lavadas y cultivadas sin infeccion (NI, no infectados),
o infectadas con T. cruzi 1:5, células: parasitos, durante 24 h. Ademas se utilizaron macréfagos sin pretratamiento
y sin infeccion, estimulados con IL-4 (80 nM) o con LPS (1 pug/mL) +IFNy (100 ng/mL) durante 24 h, como
controles positivos. Después de 24 h los sobrenadantes fueron recolectados para la determinacion del ON a través
de la reaccion de Griess (B), o para la determinacion de la produccion de IL-10 (C) e IL-12p70 (D) a través de
ELISA. Las barras representan la media + DE de 3 experimentos independientes (* p <0.05; ** p <0.001; respecto
al DMSO).
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En una primera instancia, estos resultados confirman nuestro modelo de inhibicion de
mTOR en los macréfagos C57BL/6, ya que como se observa aquellos macréfagos pretratados con
rapamicina fueron capaces de reducir significativamente la carga parasitaria respecto a los
controles sin pretratamiento (Figura 21). Ademas, los MDMO sin pretratamiento e infectados con

T. cruzi elevaron significativamente la produccion de IL-10 respecto aquellos macrofagos sin

infeccion.
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Figura 22 | La inhibicién de la via de mTOR modula la produccion de citoquinas inflamatorias/regulatorias
en MDMO infectados con T. cruzi. Macr6fagos derivados de medula sea (MDMO) obtenidos de ratones
C57BL/6 fueron pretratados con DMSO (como control), o fueron pretratados con rapamicina (100 nM) durante
90 min. A continuacion todas las condiciones fueron lavadas y cultivadas sin infeccion, o infectadas con T. cruzi
1:5, células: parasitos, durante 12, 18 y 24 h. Ademas se utilizaron macrofagos sin pretratamiento y sin infeccion,
estimulados con LPS (1 pg/mL) +IFNy (100 ng/mL) durante 24 h, como controles positivos. Después de 24 h los
sobrenadantes fueron recolectados para la determinacion de la produccion de (A) I1L-10, (B) 1L-12p70, (C) IL-6 y
(D) TNFa a través de ELISA. Las barras representan la media + DE de 3 experimentos independientes (* p <0.05;
** p <0.005; *** p <0.001; respecto al DMSO).
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En contraste, el tratamiento con rapamicina promovio6 un descenso en la produccion de IL-
10, mientras que la produccion de IL-12 aumento significativamente, de acuerdo a las
observaciones en la cepa BALB/c. La corroboracién de nuestro modelo de inhibicion en la cepa
C57BL/6, también fue confirmada a través de la determinacion de la actividad de la enzima iNOS,
en los cuales la inhibicion con rapamicina redujo significativamente la expresion y actividad de
esta enzima. Ademas, como se observa en la Figura 10-B, el efecto de la rapamicina promovio un

descenso en la produccion de ON respecto aquellos sin pretratamiento.

Una vez confirmado nuestro modelo experimental y nuestras observaciones en MDMO de
la cepa C57BL/6, continuamos con el estudio de mecanismos inflamatorios inducidas por la
inhibicion de mTOR. Para ello MDMO fueron pretratados con rapamicina durante 90 min y luego
infectados con T. cruzi. Ademéas, MDMO fueron estimulados con IL-4 o LPS/IFNy como controles
positivos. Posteriormente, los sobrenadantes fueron recolectados a diferentes tiempos (12, 18 y 24
h) y procesados para ELISA con el objetivo cuantificar citoquinas inflamatorias. Los resultados
mostraron que, ademas del aumento significativo en la produccion de IL-12p70, en los macrofagos
pretratados e infectados (Figura 22-A) la produccién de TNFa e IL-6 (Figura 22, B y C) aument6
significativamente respecto al control sin pretratamiento. Posteriormente, las células fueron
preparadas para IF indirecta 72 h p.i. Todas las IF fueron analizadas teniendo en cuenta el nimero
de células infectadas, asi como también el nimero de amastigotes dentro de cada célula. De esta
forma, en ausencia de alguna de estas moléculas inflamatorias, el macréfago seria incapaz de
responder al pretratamiento con rapamicina, y por tanto, controlar la carga parasitaria. Para ello,
se llevo a cabo nuestro modelo de inhibicion en los que MDMO KO y WT, fueron pretratados con
rapamicina durante 90 min y luego infectados con T. cruzi. Ademas, MDMO fueron estimulados

con IL-4 o LPS/IFNy como controles positivos (Figura 23). Estos datos, complementan las
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observaciones previas en las cuales se indica que el estado inflamatorio producido por la inhibicion
de mTOR, estaria permitiendo al macréfago controlar al parasito. Para continuar con nuestros
objetivos el estudio de diferentes moléculas involucradas en las vias inflamatorias se completd
utilizando cepas de ratones KO TNFa-R, IFNo-R, IL-6, CASP1/11 y NLRP3. En la figura 24 se
observa que tanto los MDMO WT como los MDMO IFNa-R-KO y CASP1/11-KO pretratados
con rapamicina, fueron capaces de controlar significativamente la carga parasitaria respecto al
control sin pretratamiento. Esto indicaria que los circuitos IFNa-R y CASP1/11, no se activan
durante la inhibicién de mTOR vy, por tanto, el control sobre la replicacion del parésito ocurriria
independientemente de los mismos. En este mismo sentido, cabe destacar que en experimentos
similares (no mostrados) con cepas de ratones TLR2 y TLR4 KO, se observo que dichos

mecanismos tampoco fueron activados por la inhibicién de mTOR.
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Figura 23 | Modelo de inhibicion de la via de mTOR en cepas KO. MDMO obtenidos a partir de ratones TNF-
R KO, IFNa-R KO, CASP1/11 KO, IL-6 KO, NLRP3 KO y WT C57BL/6, fueron pretratados con rapamicina
(100 nM) o con DMSO (C, control), durante 90 min. A continuacién, fueron lavados infectados con
tripomastigotes de T. cruzi (1:5, células: parasitos). BMDM estimulados con IL-4 (80 nM), fueron usados como
controles. Finalmente, los macr6fagos fueron lavados y preparados para IF.
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Figura 24 | Efectos sobre la carga parasitaria inducidos por la inhibicién de mTOR en diferentes cepas KO
infectadas con T. cruzi. Macrofagos derivados de medula ésea (MDMO) obtenidos de ratones WT, TNF-R KO,
IFNa-R KO, CASP1/11 KO, IL-6 KO, NLRP3 KO con “background” C57BL/6, fueron pretratados con DMSO
como control, o con rapamicina (100 nM) durante 90 min. A continuacion todas las condiciones fueron lavadas e
infectadas con T. cruzi (1:5, células: parésitos) durante 24 h. Ademas se utilizaron macr6fagos sin pretratamiento,
estimulados con IL-4 (80 nM) e infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos), o estimulados con LPS (1 pg/mL)
+IFNy (100 ng/mL) e infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 24 h como controles positivos. Luego,
todos los parasitos no internalizados fueron lavados, y todos los macréfagos cultivados en RPMI SBF10%.
Después de un total de 72 h fueron preparados para inmunofluorescencia indirecta. Las barras representan la
replicacion intracelular del T. cruzi, expresada como nimero de parasitos/100 células, a través del programa
imagelJ, y representan la media + DE de 3 experimentos independientes (ns, no significativo; * p< 0.05; *** p<
0.001 respecto a DMSO). (B-C) Micrografias representativa de BMDM WT (B) y NLRP3-KO (C) pretratados
con DMSO (control) o rapamicina donde se observan los nucleos celulares tefiidos con DAPI, y las formas
intracelulares del parasito, incubados con sueros de pacientes con enfermedad de Chagas y un anticuerpo
secundario anti IgGh conjugado con FITC. Los cuadros muestran un area de la micrografia (flechas) a mayor
magnificacion, e indican macro6fagos infectados.

En contraste, aquellos macrofagos pretratados con rapamicina, IL-6 o TNF-R KO, no
pudieron controlar la carga parasitaria, respecto a sus controles sin pretratamiento.Esto dltimo,
estaria indicando que los circuitos vinculados al TNFa y a la IL-6 podrian estar participando
durante la inhibicion de mTOR.Finalmente, en estos mismos experimentos, aquellos macréfagos
NLRP3-KO, pretratados con rapamicina, fueron significativamente incapaces de controlar la carga
parasitaria, siendo esta, significativamente mayor respecto a sus controles sin pretratamiento, e
incluso, comparada con la de los controles WT sin pretratamiento (Figura 24). Por tanto, aunque
las observaciones en macrofagos TNFa-KO e IL-6- KO, sefialan estas vias como posibles circuitos
inflamatorios activados por la inhibicion de mTOR, los valores significativos obtenidos de los
macrofagos NLRP3-KO, estarian sefialando al inflamasoma, como uno de los principales circuitos

que le permiten al macré6fago tratado con rapamicina controlar la carga parasitaria.
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5.3 mTOR y el inflamasoma durante la infeccion con T. cruzi

5.3.1 El inflamasoma como mecanismo inflamatorio

Teniendo presentes los resultados previos en donde se pudo observar una vinculacion entre
la inhibicién de mTOR Yy la posible activacion del inflamasoma, y considerando los reportes que
demuestran que el macréfago es capaz de activar dicho mecanismo frente a la infeccién con T.
cruzi, nuestro siguiente objetivo fue profundizar los estudios que nos permitan demostrar la
activacion del inflamasoma (113, 114). Para ello, se llev6 a cabo la medicion de 2 componentes
de este circuito inflamatorio: el receptor intracelular NLRP3 y la IL-1f, un marcador de activacion
de inflamasoma. De acuerdo a nuestro modelo de inhibicion, MDMO fueron pretratados con
rapamicina durante 90 min, lavados, y luego infectados con tripomastigotes de T. cruzi. Ademas,
MDMO fueron estimulados con LPS / ATP como controles positivos. Posteriormente, los lisados
y sobrenadantes fueron recolectados a distintos tiempos (1, 3 'y 6 h) para su andlisis por Western
Blot y ELISA. Como se observa en este grupo de resultados (Figura 25), aquellos macréfagos
pretratados e infectados, aumentaron significativamente la expresion del receptor NLRP3 respecto
a sus controles infectados sin pretratamiento. En linea con este resultado, fue demostrado que los
macrofagos en las mismas condiciones también eran capaces de aumentar significativamente la
expresion de IL-1pB en los sobrenadantes. Este resultado estuvo en concordancia con lo obtenido
por ELISA, en donde se observé que aquellos macréfagos pretratados e infectados, aumentaron
significativamente la produccion de IL-1p a las 3 y 6 h p.i. En conjunto, estos datos indicarian que
la inhibicion de mTOR durante la infeccion con el T. cruzi estaria modulando el ensamblaje del
inflamasoma, asi como también su activacion. Este fendmeno le estaria permitiendo al macrofago
inducir el estado inflamatorio en el que se expresan citoquinas como IL-12p70 y el TNFa, y por
lo tanto controlar significativamente la carga parasitaria.
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Figura 25 | La inhibicién de mTOR indujo un aumento del receptor NLRP3 y en la produccion de IL-1§
durante la infeccién con el T. cruzi. (A-B) Macro6fagos derivados de medula 6sea (MDMO) obtenidos de ratones
C57BL/6 fueron pretratados con DMSO (control), o con rapamicina (100 nM) durante 90 min. A continuacion
todas las condiciones fueron lavadas y cultivadas sin infeccion (NI, no infectados), o infectadas con T. cruzi (1:5,
células: parasitos). Ademas, se utilizaron macr6fagos sin pretratamiento y sin infeccion, estimulados con LPS (1
pg/mL) + ATP (5 mM) como controles positivos. Posteriormente, los macrofagos fueron lavados y preparados
para la determinacion de la expresion de NLRP3 e IL-1B por WB y solo de IL-1B por ELISA Sandwich. (A) Panel
superior, NLRP3 de lisados celulares: el WB corresponden a un experimento representativo, y las barras muestran
el analisis densitométrico correspondiente a 3 experimentos independientes (* p <0.05 respecto al DMSO),
utilizando B-actina como control de carga. Panel inferior, IL-1B de sobrenadantes celulares: el WB corresponde a
un experimento representativo utilizando rojo ponceau como control de carga. (B) Produccién de IL-1B en
sobrenadantes por ELISA. Las barras representan la media + DE correspondiente a 3 experimentos independientes
(** p< 0.001 respecto al DMSQO; *** p < 0.0001 respecto al DMSO).

65



Resultados

5.3.2 La inhibicion de mTOR y el inflamasoma

Como es sabido en algunos escenarios, la activacion del inflamasoma puede involucrar a
la mitocondria como plataforma de ensamblaje del inflamasoma para su estructura
macromolecular. En nuestras observaciones, esta organela podria estar involucrada aumentando la
produccion del radical superoxido (mtROS), un potencial mediador microbicida para el parésito.
De esta forma nuestro siguiente objetivo fue determinar si la activacion del inflamasoma descripta
previamente, estaba participando en la induccién de la produccion de mtROS, y en consecuencia,
del descenso de la carga parasitaria por sus efectos microbicidas. Para ello, y de acuerdo a nuestro
modelo de infeccion, MDMO fueron pretratados con rapamicina durante 90 min y luego infectados
con tripomastigotes de T. cruzi. Ademés, MDMO fueron estimulados con LPS/ATP como
controles positivos. Posteriormente, a diferentes tiempos p.i. (3 'y 6 h) las células fueron marcadas
con la sonda MitoSOX y analizadas por FACS. Como se observa en estos resultados (Figura 26),
los MDMO pretratados e infectados con el parésito, aumentaron significativamente la produccion
de mtROS a las 3y 6 h p.i., respecto a los controles sin pretratamiento. Este resultado sugiere que
la activacion del inflamasoma durante la inhibicion de mTOR podria estar vinculada con el
aumento en la produccion de mtROS ya que, a los mismos tiempos observados, ambos

mecanismos se encontraron activados.
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Figura 26 | La produccion de mtROS es regulada por la inhibicion de mTOR durante la infeccion con el T.
cruzi. Macréfagos derivados de medula dsea (MDMO) obtenidos de ratones C57BL/6 fueron pretratados con
DMSO (control) o con rapamicina (100 nM) durante 90 min. A continuacién todas las condiciones fueron lavadas
y cultivadas sin infeccion (NI, no infectadas) o infectadas con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 3y 6 h.
Ademas se utilizaron macrdfagos sin pretratamiento y sin infeccion, estimulados con LPS (1pg/mL) + ATP (5mM)
como controles positivos. A continuacién los MDMO fueron marcados con anti F4/80 (FITC) y CD11b (APC), y
luego de ser lavados, fueron incubados con la sonda 5 uM MitoSOX (PE, Red) durante 15 min a 37 °C para la
determinacion de las especies reactivas del oxigeno mitocondriales (mtROS). Los resultados son expresados como
intensidad media de fluorescencia (IMF) utilizando el software FlowJo. Las barras representan la media + DE
correspondiente a 3 experimentos independientes (* p <0.05 respecto al DMSO; ** p <0.001 respecto al DMSO).
Los histogramas son representativos de los 3 experimentos independientes.

67



Resultados

Para complementar estas observaciones y poner en evidencia la importancia de la activacion de
mtROS como posible mecanismo inflamatorio, se llevo a cabo el disefio de un nuevo modelo de
inhibicion. En dicho modelo, ademas de inducir la inhibicion de la via de mTOR, se produjo la
inhibiciéon de la NADPH oxidasa como control, la enzima encargada de la produccién de ROS.
Para ello MDMO fueron pretratados con el inhibidor de NADPH oxidasa (DPI) durante 3 h, o con
DPI y rapamicina durante 3 h y 90 min, respectivamente. Posteriormente, fueron infectados con
tripomastigotes de T. cruzi. Ademés, MDMO fueron estimulados con IL-4 o LPS/IFNy como
controles positivos. Después de 72 h p.i., los macréfagos fueron preparados para IF (Figura 27).
En principio, podemos corroborar nuestro modelo de inhibicion, en el que los MDMO pretratados
con rapamicina reducen significativamente la carga parasitaria, respecto a los controles sin
pretratamiento. Ademas, se muestra que la inhibicion de la NADPH oxidasa por si sola, no indujo
un aumento significativo de la carga parasitaria en BMDM tratados con DPI, respecto a los
macrdfagos control sin pretratamiento. Sin embargo, MDMO sometidos al pretratamiento con DPI
y rapamicina, mostraron una significativa incapacidad para revertir el efecto producido por la
inhibicion de mTOR sobre la carga parasitaria, cuando se los compara con aquellos MDMO

control pretratados sélo con rapamicina.

Para corroborar si efectivamente el pretratamiento con DPI era capaz de inhibir la
produccion de mtROS en los macrofagos tratados, nuestro siguiente objetivo fue medir los niveles
de produccidn de dicha especie reactiva a través de FACS. Para ello, y de acuerdo a nuestro modelo
de infeccion, MDMO fueron infectados con T. cruzi (1:5, células: parésitos), o pretratados con
rapamicina (100 nM, durante 90 min) y luego infectados con T. cruzi (1:5, células: parésitos), o
pretratados con DPI (20 um; 3 h) y luego infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos), o

pretratados con DPI (20 pm; 3 h) + rapamicina (100 nM, durante 90 min) y luego infectados con

68



Resultados

T. cruzi (1:5, células: parésitos). A continuacion, todas las condiciones fueron lavadas y cultivadas
durante 6 h. Ademas, se utilizaron macréfagos sin pretratamiento y sin infeccion, estimulados con
LPS (1 pg/mL) + ATP (5 mM) durante 6 h, como controles positivos. Posteriormente, las células
fueron marcadas con la sonda MitoSOX y analizadas por FACS. Como se observa en estos
resultados (Figura 28), el pretratamiento con DPI (barra gris oscuro) inhibi¢ significativamente la
produccion de mtROS cuando se la compara con el pretratamiento con rapamicina y la infeccion
con T. cruzi (barra negra). Esto estaria indicando que las especies reactivas del oxigeno

mitocondriales podrian estar participando en el control de la replicacion del T. cruzi.

3000, [ omso

Il Rapamicina

" T [ ori

g == [ Rapamicina + DPI

g 20004 [ LPS + IFNy

) [ ] 14

=

~.

12

|

® 1000 e

©

a

|

69



Resultados

DAPI T. cruzi MERGE

DMSO

RAPAMICINA

DPI

DPI + RAPAMICINA

4 .
~ s

Figura 27 | Carga parasitaria en macréfagos derivados de médula 6sea durante la inhibicion de mTOR y
de mtROS. Macro6fagos derivados de medula 6sea (MDMO) obtenidos de ratones C57BL/6, fueron pretratados
con DMSO (control) o con DPI (20 uM) durante 3 h, o con rapamicina (100 nM) durante 90 min, o con DPI +
rapamicina durante 3 h y 90 min, respectivamente. A continuacion todas las condiciones fueron lavadas e
infectadas con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 24 h. Ademas se utilizaron macrdfagos sin pretratamiento,
estimulados con 1L-4 (80 nM) e infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos), o estimulados con LPS (1 pg/mL)
+IFNy (100 ng/mL) e infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos) durante 24 h como controles positivos. Luego,
todos los parasitos no internalizados fueron lavados, y todos los macrofagos cultivados en RPMI 10% SBF.
Después de un total de 72 h fueron preparados para inmunofluorescencia indirecta. (A) Las barras muestran la
replicacion intracelular del T. cruzi, expresada como nlimero de parasitos/100 células y representan la media + DE
correspondiente de 3 experimentos independientes (* p <0.05 respecto a rapamicina). (B) Micrografias
representativas de MDMO pretratados con DMSO (control), rapamicina, DPI y DPI + rapamicina, donde se
observan los nucleos celulares tefiidos con DAPI, y las formas intracelulares del parasito, incubados con suero de
pacientes con enfermedad de Chagas y un anticuerpo secundario anti 1IgGh conjugado con FITC. Los cuadros
muestran un &rea de la micrografia (flechas) a mayor magnificacion, e indican macrofagos infectados.
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En conclusidn, los resultados mostrados en esta tesis nos sefialan que durante la inhibicion
de mTOR se produce el ensamblaje y activacion del inflamasoma, acompafiado por el aumento de
la produccion de superdxido mitocondrial, probablemente como mediador intracelular para la
sefializacion de este programa inflamatorio. Ademas, la produccion de este radical libre podria
tener un efecto microbicida sobre T. cruzi, ya que la inhibicion de su produccion revierte
parcialmente el efecto provocado por la inhibicion de la via de mTOR favoreciendo la replicacion

del parésito (Figura 29).
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Figura 28 | Produccion de mtROS en MDMO pretratados con rapamicina y DPI, e infectados con T. cruzi.
Macréfagos derivados de medula 6sea (MDMO) obtenidos de ratones C57BL/6 fueron pretratados con DMSO
(control) o con T. cruzi (1:5, células: parasitos) o con rapamicina (100 nM; 90 min) y luego infectados con T. cruzi
(1:5, células: parésitos), o con DPI (20 uM; 3 h) y luego infectados con T. cruzi (1:5, células: parasitos), o
pretratados con DPI (20 uM; 3 h) + rapamicina (100 nM; 90 min) y luego infectados con T. cruzi (1:5, células:
parésitos). A continuacidn todas las condiciones fueron lavadas y cultivadas durante 6 h. Ademas se utilizaron
macréfagos sin pretratamiento y sin infeccién, estimulados con LPS (1 pg/mL) + ATP (5 mM) durante 6 h, como
controles positivos. Posteriormente los MDMO fueron marcados con anti F4/80 (FITC) y CD11b (APC), y luego
de ser lavados, fueron incubados con la sonda 5 UM MitoSOX (PE, Red) durante 15 min a 37 °C para la
determinacion de las mtROS. Los resultados son expresados como intensidad media de fluorescencia (IMF)
utilizando el software FlowJo. Las barras representan la media = DE correspondiente de 3 experimentos
independientes (** p <0.005 respecto al Rapamicina+T. cruzi).
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RAPAMICINA

Figura 29 | Modelo de activacion del inflamasoma y produccién de mtROS inducidos por la inhibicién de
la via mTOR en el macrofago y su efecto microbicida sobre el T. cruzi.
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Los resultados obtenidos hasta aca muestran que el control de la infeccion por el T. cruzi,
depende inicialmente de la activacion de los macréfagos a través de la produccion de citoquinas
inflamatorias, y cuya funcion es la de activar la produccion de moléculas microbicidas contra el
parésito. Por otro lado, es bien sabido que aunque la polarizacion M1 de los macréfagos promueve
gran parte de la eliminacion de los parasitos, eventualmente la activacion de macréfagos M2 es la
estrategia del sistema inmune para prevenir el estrés oxidativo sobre el tejido (49, 60, 61). La
evasion del fenotipo M1 y la modulacién hacia un fenotipo M2, es la principal estrategia que tiene
el T. cruzi para obtener las biomoléculas necesarias para la progresién de su ciclo de reproduccion.

Se ha reportado que la coordinacion metabolica que acompafia al switch que hace el
macrofago entre uno u otro fenotipo, ocurre con la participacién de una importante via de
sefializacion conocida por el nombre de su quinasa mTOR. Esta proteina cumple una funcion
critica como regulador del metabolismo de la mayoria de células en general, y del macrofago en
particular, por lo que es una molécula blanco de patdgenos como el T. cruzi para llevar a cabo su
invasion. En el presente estudio reportamos el rol de esta via de sefializacion durante la
polarizacién del macrofago inducida por el paréasito y demostramos que esta activada en
macrofagos derivados de médula 6sea infectados in vitro. Ademas, pudimos observar que
macrofagos peritoneales obtenidos de ratones infectados, fueron capaces de aumentar
significativamente la activacion de la via mTOR, induciendo un aumento de la expresion de p-
4EBP1y p-P70S6K, al dia 15 p.i., respecto a los macréfagos control provenientes de animales sin
infeccion.

Dado que la via de mTOR es una importante via de sefializacion inducida por el parésito,
se pudo observar que su inhibicion farmacologica activd en un sentido inflamatorio a los

macrofagos, reduciendo la produccion de IL-10 y expresion de la enzima Arginasa I. En efecto, el

76



Discusion

pretratamiento de macrofagos con rapamicina y su posterior infeccién con T. cruzi, reveld la
activacion del inflamasoma NLRP3 al tiempo que aumento la produccion de IL-12, IL-6, TNF,
IL-1B y ROS mitocondrial. De esta forma, estos macrofagos pudieron limitar la replicacion del
parésito, cuando fueron pretratados con los inhibidores de mTOR (rapamycin, PP242 and
LY 249002).

Como se ha reportado, los mecanismos de invasion del T. cruzi utilizan los mismos
sistemas de membranas dependientes de autofagia que activa el macréfago como mecanismo
inmunoldgico para controlar la infeccion. En este contexto, otros estudios han demostrado que la
induccion de la autofagia favorece la invasion y la replicacion de este parasito cuando se lleva a
cabo la inhibicion farmacolodgica de la via mTOR con rapamicina, y otros inhibidores (36, 110-
112, 115). Sin embargo, estos mismos trabajos, utilizan modelos celulares diferentes,
concentraciones de rapamicina 10 a 100 veces mayores, y tiempos de pretratamiento superiores
como 4, 12 y 24 h. Aunque en nuestro modelo experimental las concentraciones e intervalos de
tiempo empleados para inhibir la via de mTOR podrian haber estado induciendo autofagia
[rapamicina 100 nM, 90 min], se demostrd que estas condiciones no sélo les permitieron a los
macrofagos controlar la replicacion del parasito (3 y 6 h p.i.), sino que dicho control microbicida
ocurria a través de mecanismos independientes a esta ruta, no habiéndose observado activacion de
la isoforma LC3-11.

Por otro lado, otros reportes demostraron que la delecion selectiva de las sefiales de
activacion de mTORCL1 en macréfagos, promueve la produccion de citoquinas inflamatorias (116),
mientras que la delecion selectiva de las sefiales de activacion de mTORC?2 inhibe la expresion del

fenotipo M2, independientemente de la expresion del fenotipo M1 (117).
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En contraste, la funcion del eje TSC1/2-mTOR activado a través de receptores TLR,
respecto a la produccion de citoquinas proinflamatorias permanece desconocida. En este sentido,
estudios en MEF deficientes para el complejo TSC2, responden con una escasa produccion de
citoquinas inflamatorias debido a una deficiencia en la activacion del factor IKK, asi como también
en la translocacion del factor NF-xB al ntcleo (117). Sin embargo, otros estudios al respecto han
reportado que el tratamiento con el inhibidor de mTOR rapamicina, potencia la produccion de IL-
12 a través de la activacion de NF-«B en células dendriticas mieloides, pero el mismo tratamiento
inhibe la produccion de esta citoquina en células dendriticas derivadas de monocitos y células
dendriticas derivadas de medula 6sea (118, 119). Ademas, macrdfagos deficientes para el complejo
TCS1 responden al estimulo con LPS con una produccion de citoquinas como TNFa, 1L-12 e IL-
6 (89, 94, 100). Aunque la razén de esta inconsistencia entre estos estudios se desconoce,
probablemente se deba a que son tipos de células diferentes y a los periodos de duracion del
tratamiento con el inhibidor rapamicina. En el presente estudio, nosotros demostramos que el
pretratamiento durante 90 min con rapamicina en BMDM infectados con T. cruzi, indujo no sélo
una remarcable produccion de la citoquina IL-12, sino también en las citoquinas IL-6 y TNFa. En
contraste, promovié una pronunciada disminucion en la produccion de la citoquina
antiinflamatoria IL-10. En conjunto estos resultados indican que la inhibicién de la via de mTOR
altera el balance de citoquinas en el macrofago hacia un fenotipo inflamatorio contra el parasito.

Por otro lado la participacion de la via de mTOR en la regulacion de la expresion de IL-13
fue estudiada en macrofagos murinos y humanos y en diferentes lineas celulares (120, 121), donde
se reporto que aquellas lineas celulares deficientes para TSC1 estimuladas con de LPS, redujeron
la sintesis tanto de la proteina como del MRNA de esta citoquina, mientras que los macréfagos

deficientes para TSC1 con un tratamiento prolongado con rapamicina, rescataron

78



Discusion

significativamente el fenotipo inflamatorio (89). En este sentido, en el presente estudio
encontramos que el pretratamiento durante 90 min con rapamicina en MDMO infectados con T.
cruzi condujo a una produccion significativa de IL-1B. Aunque se debe tener presente que las
diferencias en los tiempos del tratamiento con rapamicina puede ser un determinante importante
de los resultados obtenidos.

Respecto a los estudios llevados a cabo en modelos celulares Aktl KO, se observo que la
ausencia de esta molécula increment¢ significativamente la expresion de la iNOS y produccion de
IL-12, potenciandose el efecto bactericida (122-124). En nuestros estudios encontramos que el
pretratamiento con diferentes inhibidores de la via de mTOR (rapamicina, PP242) y de PI3K
(LY294002), indujo en el macréfago (MDMO y MP) un perfil inflamatorio, aunque sin expresion
de iINOS, similar al M1, permitiéndoles reducir significativamente la carga parasitaria (nimero de
parasitos/100 células totales), respecto a los controles sin pretratamiento. En contraste, y respecto
al perfil alternativo de macr6fago M2, su activacion es promovida principalmente a través de la
sefializacion del receptor para la IL-4 y de la activacién del factor de transcripcion STAT6. En este
sentido, los estudios en macrofagos deficientes para TSC1, indicaron que estos macréfagos fueron
incapaces de activarse alternativamente en respuesta a la IL-4, remarcando que la sefializacién de
mTOR es un regulador negativo del perfil alternativo (122, 125). Sin embargo este fenémeno no
implico efectos sobre la fosforilacion de STAT6, sino mas bien efectos sobre la inhibicion en la
retroalimentacion de Akt y el substrato 2 del receptor de insulina (IRS2), que también esta
comprometido en la sefalizacion del IL-4R (89, 125). Ademas, en aquellos macrofagos deficientes
para TSC1, los efectos de la rapamicina en bajas dosis (que inhiben preferencialmente a mTORC1)
promovieron una activacion alternativa del macrofago en respuesta a IL-4. Sin embargo, trabajos

recientes en los que se utilizaron concentraciones mas altas de rapamicina y torin, ademas de
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macrofagos deficientes para rictor, revelaron que mTORC2 es un regulador critico para la
activacion del fenotipo alternativo (117, 126). Es decir que mMTORC?2 estaria actuando en paralelo
junto al factor STAT6 para inducir la activacion alternativa del macrofago, ademés de la
cooperacion de otros eventos que confluyen en la expresion de IRF4 (126). En el presente estudio,
los efectos de la rapamicina promovieron un descenso significativo en la expresion y actividad de
la enzima Arginasa | y en la produccion de 1L-10 en MDMO infectados con T. cruzi, acompafiados
también como se menciond previamente, por un descenso en la expresion de la enzima iNOS.
Ademas, aunque la rapamicina no indujo la produccién de cROS, si promovié la produccién de
IL-1B y mtROS acompanada por la de citoquinas inflamatorias como IL-12, IL-6 y TNFa.

Por otro lado, estudios en animales deficientes para el receptor NOD1 en los que la
parasitemia y mortalidad fue significativamente mayor respecto a los WT pusieron de manifiesto
por primera vez la participacion de un NLR en la respuesta contra el T. cruzi (73). Ademas, dichos
animales seguian siendo capaces de producir citoquinas a un nivel sistémico, por lo que sugirié la
participacion de otros NLR en la respuesta contra el parasito. El receptor NLRP3 por ejemplo, es
activado por el dafio lisosomal provocado por el escape del parasito de la vacuola parasitéfora,
independientemente a la produccion de ROS (72). Estos estudios mostraron ademas que la
produccion de NO es abolida en macréfagos primarios, provenientes de ratones infectados con T.
cruzi (cepa Y) deficientes para NLRP3. Sin embargo, aunque algunos autores (61), argumentan
que dicho fendmeno es dependiente tanto de la IL-1p y del IL-1R, otros autores postulan que la
activacion del NLRP3 depende de estas moléculas (114). A pesar de las mencionadas sugerencias
de los autores, estos estudios enfatizan la complejidad de la respuesta antiparasitaria orquestada
por el inflamasoma NLRP3 junto a otros receptores innatos, reflejando la diversidad de

mecanismos microbicidas ensamblados contra el T. cruzi (127, 128). En nuestros estudios, el
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efecto de la rapamicina sobre MDMO infectados con el parésito, indujo la activacion del receptor
NLRP3, produccion de IL-1 y mtROS (como segundo mensajero de acuerdo a (127, 129, 130)
mientras que promovié una disminucién en la de ON, al tiempo que no modificd la produccion de
cROS.

Varios estudios han implicado a cROS como un segundo mensajero esencial para la
activacion del inflamasoma Caspasal/ASC (131, 132). En dichas investigaciones, aunque se
demostré una retroalimentacion entre la sefializacion de IL-1B y la produccion de cROS en
macrdfagos infectados con T. cruzi, los mecanismos moleculares involucrados en la dindmica de
estas dos moléculas permanece desconocido (114). Investigaciones previas en este sentido,
encontraron que la IL-1p es capaz de estimular a la fosfolipasa A2 promoviendo la liberacion de
acido araquidonico. Dado que el &cido araquidonico puede activar la NADPH oxidasa para
producir superdxido, es posible que este acido graso pueda servir como un intermedio en la
activacion de enzimas inducidas por IL-1B, conduciendo asi a la produccion de ROS (132, 133).
En nuestros experimentos se demostrd que el efecto de la rapamicina en macréfagos infectados
con T. cruzi, indujo una produccion significativa de mtROS. Esto estaria sugiriendo que dicho
mecanismo esta participando en el control de la replicacion de T. cruzi, teniendo en cuenta que el
inhibidor de la NADPH oxidasa (DPI) invierte parcialmente el efecto de la rapamicina. En este
sentido, laimportancia de mtROS sobre el control del crecimiento intracelular de microorganismos
ya se ha demostrado en macréfagos tratados con metformina e infectados con M. tuberculosis. En
efecto, la metformina es un activador de la quinasa activada por AMP (AMPK), que desempefia
un papel fundamental en el metabolismo y la homeostasis energética. Nuestros resultados en este
sentido indican que la modulacion del metabolismo en los macréfagos puede ser una nueva

herramienta terapéutica en el control de las infecciones intracelulares (134).
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En resumen, la relevancia de esta investigacion radica en el conocimiento logrado acerca
del efecto de la inhibicion de la via mTOR macrdfagos infectados con T. cruzi, el cual le permite
controlar el crecimiento intracelular del parasito a través de la activacion del inflamasoma NLRP3
y la produccion de mtROS, remarcando que las enzimas iNOS e IDO no estuvieron involucradas.
Asi, la activacion del inflamasoma y la induccién de ROS mitocondrial pueden ser relevantes en
el control de la replicaciéon de T. cruzi como asi también de las infecciones de patdgenos que

residen en los macréfagos (Figura 30).
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—— Circuitos bloqueados
——» Circuitos no involucrados
Circuitos activados

Figura 30 | Modelo integrador de los eventos intracelulares provocados por la inhibicién de la via mTOR
en el macrdéfago, y su repercusién en la sobrevida del T. cruzi. Una vez que los tripomastigotes han logrado
alcanzar el citoplasma del macréfago y escapar de los mecanismos microbicidas de la vacuola parasitofora,
comienzan su transformacion hacia la forma amastigote (1). El T. cruzi no solo es capaz de polarizar al macrofago
en un sentido alternativo (2), promoviendo la producciéon de IL-10, expresion de arginasa y produccién de
poliaminas, sino que ademas, induce la actividad de la via mTOR (3) induciendo la sintesis de proteinas y la
activacion del metabolismo en general para asegurar su replicacion. En este contexto, ambas rutas de sefializacién
son objeto clave para la infeccién favoreciendo el crecimiento, replicacién y diseminacion del parasito [Flechas
rojas]. Sin embargo, durante la inhibicién de mTOR (en nuestro modelo) con rapamicina (4), todos los circuitos
previamente mencionados fueron inhibidos, con la consecuente disminucion en la produccién de Urea e IL-10. En
este sentido la replicacién del parasito disminuyé significativamente por dos eventos importantes: bloqueo de
circuitos alternativos y activacion de circuitos inflamatorios. En los macréfagos cuya via de mTOR se encuentra
inhibida se promueve la produccion de marcadores inflamatorios como IL-12, IL-6 y TNFa (5).
Sorprendentemente, estas células demostraron tener inhibida la expresion de iNOS y por ende, la produccién de
ON (6). Ademas, la inhibicion de mTOR no involucré la activacion de circuitos como el de la enzima IDO (7),
cROS (8) ni el de la autofagia (9). Finalmente, los resultados de este trabajo doctoral demostraron que la infeccion
del T. cruzi junto con la inhibicion de la via mTOR inducen la activacion de la via del Inflamasoma (10), con la
participacion del receptor NLRP3 (11) y la consecuente produccion de IL-1B (12). Ademas, concomitantemente a
la activacion de este complejo multienzimatico, aument6 la produccion de mtROS como segundo mensajero (13)
promoviéndose una retroalimentacion positiva entre ambos. Como se sugiere en este trabajo, dicho aumento de
las mtROS podria actuar como mediador microbicida (14) causante de la disminucion en la carga parasitaria
durante la inhibicién de mTOR (15).
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1. El parésito del T. cruzi es capaz de inducir la activacion de la via de mTOR, lo cual podria

favorecer su sobrevida en macr6fagos murinos.

2. La inhibicion de la via de mTOR en macrdfagos infectados con T. cruzi reduce la expresion y
actividad de las enzimas Arginasa e iNOS, la produccion de IL-10, mientras que induce la

produccién de 1L-12, IL-6 y TNF-o.

3. La inhibicion de la via de mTOR en macrofagos infectados con T. cruzi redujo
significativamente la carga parasitaria, sugiriendo que la activacion alternativa y la via de mTOR

son fundamentales para la sobrevida y replicacion intracelular del parasito.

4. Lainhibicion de mTOR reduce significativamente la carga parasitaria en el macrofago de forma
independiente a la produccion de Oxido Nitrico, de la actividad de IDO, de la produccion de cROS,

y de los receptores TLR-2, TLR-4 e IFN-IR.

5. Lareduccidn en la carga parasitaria causada por la inhibicién de mTOR en el macrofago podria

involucrar la participacion de los circuitos TNFa e IL-6 que mantendrian un estado inflamatorio.

6. Adicionalmente, la inhibicion de mTOR en macrofagos infectados indujo la expresion del

receptor NLRP3 y un aumento en la produccion de IL-1p.
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7. Macréfagos KO para NLRP3 fueron capaces de revertir el efecto de rapamicina sobre la carga
parasitaria sugiriendo que la activacion del inflamasoma podria ser un mecanismo inflamatorio

alternativo involucrado en la eliminacién del T. cruzi cuando mTOR se encuentra inhibido.

8. La inhibicion de la via de mTOR junto con la activacion del inflamasoma NLRP3 promovieron
un aumento en la produccion de mtROS, comprobado a través del inhibidor de NADPH oxidasa
(DPI), sugiriendo que la produccién de este tipo de moléculas podria ser el mecanismo efector que

estd matando al parasito durante la inhibicion de mTOR.
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Trabajos publicados durante el desarrollo de la presente tesis doctoral

Rojas Méarquez JD, Ana Y, Baigorri RE, Stempin CC, Cerban FM (2018) mTOR inhibition in
Trypanosoma cruzi infected macrophages leads to an intracellular profile that is detrimental for

infection. Front Immunol. 9:313. doi: 10.3389/fimmu.2018.00313.

Stempin CC, Rojas Marquez JD, Ana, Y and Cerban, FM (2017) GRAIL and otubain-1 are
related to T cell hyporesponsiveness during Trypanosoma cruzi infection. PLoS Negl Trop Dis.

11(1):e0005307. doi: 10.1371/journal.pntd.0005307.

Distinciones

Rojas Marquez JD (2016) “Mediadores intracelulares involucrados en la polarizacion del
macrofago durante la infeccion con Trypanosoma cruzi. Implicancias en la sobrevida del parasito”
Concurso “Mi tesis en 3 minutos” (primer puesto) en el marco de las Jornadas de Posgrado de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.
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