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Resumen

RESUMEN

La enfermedad de Chagas causada por el pardsito protozoario Frypamosoma cruzi es
una de fas causas principales de enfermedades ¢ardiacas en las zomas endémicas de
América Latina. pero en los dltimos afios [ns migraciones de personas han favorecido su
difusion en los paises no endémicos, La persistencia del pardsito eventualmente resulta en
graves complicaciones en los tejidos cardiaco v gastrointestinal, aunque este protozoo
también infecta el higado v el baro. La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) constituye
un problema de salud importante junto con el asmento de incidencia de la obesidad v la
diabetes en el mundo ¥ se caractenza por la presencia de esteatosis. inflamacion v lesion de
los hepatocitos. Los receptores de la inmunidad innata tipe Toll (TLR) ¥ las citoguinas
juggan un papel crucial en el cleocrence de patopenos, asi como en [ aparicidn de la
esteatohepatitis, Los mecanismos inmunologicos que subyvacen al modelo de EHNA
experimental v mas intercsante ¢l efecto de T\ cruzi en  la patogénesis de este trastorno

metabilhico no han sido dilucidados.

En esta fesis evaluamos diferentes parimetros inmuncldgicos en ratones machos
C37BL/6 de tipo salvaje (WT) v deficientes en el receptor tipo toll 4 (TLR4-/-) alimentados
con una dicta estindar baja en grasa, DC (3% de la grasa) como grupo control. o una dieta
media en grasas (DG) que contiene 14% de prasa con el fin de inducir EHNA. o ratones
infectados por via intraperitoneal con 100 tripomastigotes de la cepa Tulahuen v
alimentados a la vez con DC (I+DC) o DG (1+DG) por 24 semanas. Los experimentos
demostraron que la DG indujo EHNA en ratones WT v la infeccidn parasitaria generd
marcados cambios metabalicos como A reduccion del peso corporal v de la esteatosis
forada por la DG. A su vez, el T. ornzi en la fase crdnica mejord la cesistencia a la insulina
evaluada mediame el cdleulo del indice del modelo homeostitico de evaluacion de la
resistencia a la insuling (HOMA-IR), pere provocd un aumento de los trighicéridos en
plasma y los niveles de colesterol. Macrdfagos inflamatorios MI v células T citotdxicas
aisladas de leucocitos intra-hepdticos de snimales DG v de grupos infectados mostraron una
gran produccion de citoguinas inflamatorias intracelulares, asociadas con altos niveles de
citoquinas plasmdricas. tabes como [L-6. IFNy e ILIT ¥ la guimiocina CCL2 en
comparacion con el grupo DO WT. El reclutamientc de linfocitos B, células NK ¥
dendriticas en higado tue incrementada por la DG v se intensificé por la infeccitn
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Resumen

parasitaria. Estos resultados fueron dependientes de la sefalizacidn por TLR4. Las especies
reactivas de oxigeno (ER(O) vy peroxinitritos producidos por lewcocitos inflamatorios del
higado del grupo DG también se vieron exacerbadas por la infeccion parasitaria en nuestro
modelo de EHMA,

En este escenario también se analizaron las modificaciones generadas en la arteria
principal. la aorte. En nwestro modelo si bien no encontramos lesiones aterosclerdticas
graves, se observaron alieraciones ¢ inflamacion en la adventicia en los grupos ratados vs.
D, los cuales podrian favorecer a la aparicidn de eventos fardios relacienades a esta

patologia cardiovascular.

Los resultados obtenidos podrian ser extrapolados a la poblacion humana, debido a
que la infeccidn en la fase cronica por T, ozl presenta efectos sistémicos ¥ locales de
ricsgo pro-aterogenice., (o que podria incidic en la morbilidad ¥ monalidad de personas con
enfermedad de Chagas cronica. Estos hallazges brindarian nueva informacion sobre el
desarrolla de la aterosclerosis v de la EHNA en condiciones no forzadas, v su relacion con
la inflamacién v la infeccién. ademds de tener conseécuencias para la enfermedad de

Chagas.

En este sentido, las elevadas parasitemias en la ctapa aguda de la enfermedad, fa
mayor carga parasitaria en higado v aoma en la fase crdnica v la menor sebrevida en el
grupo [+DG vs, [+D0C, sostienen la hipdtesis de que el exceso de calorias provenientes de
grosns en o dieta. es un importante factor de riesgo para determinar la gravedad de la

enfermedad parasitaria.

Muestros resultados también sugieren un efecto sinérgico entre el dafio asociado con
patrones moleculares generados durante el proceso infeccioso v la esteatohepatitis,
revelande una intensa comunicacidn entre los 2fidos metabdlicamente activos, tales como
¢l higado v el sisterna inmune. Asi, la infeccion por I. cruzi debe ser considerada como un
factor de riesgo adicional. va que exacerba la inflamacidn v acelera el desarrollo de la
lesiom hepitica v adrtica, Estos hallazgos pueden proporcionar una nueva vision para la

esteatohepatitis asociada a la ripanosomiasis americana,



Iniroducciin general

En los altimes afios, diversas publicaciones muesiran que enfermedades causadas por
nematadios v protozFoarios se asocian con deficiencias nutricionales. trastormos metabolicos
v diabetes. En adicidn. se ha propuesto una asociacion entre |a infeccion con T. cruzi, la
obesidad v la diabetes como un topico de gran interds en el estudio de esta inféccidn

parasitaria.

Existe evidencia de las consccuencias metabdlicas que produce la infeccion por T
criczi en el hospedador, pere adn este sigue siendo un tema no oalmente dilucidade de
gran importancia en la patogénesis de enfermedades metabdlicas. Estudios previos
demostraron que, ratones con digbetes inducida por quimicos e infectados con T, cruzf
tuvieron una mavor parssitemia y mortalidad que los controles. Lo misma observacion tuvo
lugar en ratones gue foeron infectados v eran diabéticos genéticamente predispuestos
(db'db). por tener una mutacion en el gen del receptor de lepting [1]. También s ha
reportado que la infeccion aguda de ratones CDH con la cepa Brazil de T crucd se asocia
generalmente a una hipoglucemia grave v, en general estéd correlacionado con la mortalidad
2], Curiosamente, la respuesta metabdlica a la sepsis bacteriana se asocia o menudo con la
hiperglucemia, resistencia a la insulina ¥ un profundo balance negativo de nitrogeno. Por lo
tanto, la respuesta a esta infeccion parasitaria difiere de la observada em general en fas
sepsis bacrerianas. Seria probable que la invasion del pardsito en el higado afecte el

metabolismao de la glucosa v los lipidos.

Durante la infeccidn aguda, los niveles basales de glucosa en ratones CD infectados
con T, cruzi {cepa Brazil) se encontrarcn por debajo de los observados en los ratones
control. En este contexto, el grupa de Tanowitz observd que a pesar de que [os niveles de
elucosa en avunas de los animales infectados fueron mencres, la prueba de tolerancia oral a
la glucosa fue normal. Ademds, se encontraron incrementadas las citoquinas  pro-
inflamatorias TNFow, IL1R, IFNy v quimiocinas en el tejido adiposo de los ratones en la fase

aguda de la infeccion [3). Esta elevacidn a menudo persistié en la fase cronica.

Durante la etapa cronica de la infeccion, estudios de resonancia magnética, revelaron

una disminucion en el lejido adipeso abdominal. Los mfones que presentaron una marcada



Introdueccidn General

dilatacién del ventricule derecho cardiacoe tuvieron la mayor pérdida de depisitos de grasa

[3].

Como es conocido, durante la infeccidén aguda se produce un aumento de la
parasitemia (ndmero de pardsitos en sangre) periférica. Durante la fase cronica los pardsitos
no son detectables en sangre periférica pero se ha demostrado la persistencia de pardsitos en
el tejido adiposo. Por o tanto, este tejido es un sensor lemprano v blanco de ln infeccion
por I ernzi v a la vez un depasito durante la fase erdnica, lo cual podria desencadenar la
diseminacion de [a infeccion durante los periodos de inmunosupresién vio estados
lipeatroficos . [4]. Recientemente. s¢ ha demostrado que el aumento en dcidos grasos
nducido por lipolisis local en el tejido adiposo llevan a un aumente del infiltrado de células

inmunes, particularmente macedfagos [3].

Curicsamente, la mfeccion por T cruzi también lleva al aumento de la expresion de
P13 kinasa v la activacion de AKT/ PKRB, lo que sugiere gue esta infeccion puede inducir
componentes del receptor de cascada de sefializacion de la insulina/TGF-1. Esto sorprende,
v que la regulacidn positiva de las vias pro-inflamatorias se asocia generalmente con una
regulacion negativa de la via de transduccion de sefial de insulina. No estd establecida la
causa responsable de este fendmeno, Es probable que el T cruzi tenga un impacto en las
vias de metabolismo de lipidos fr vivie, sinembargn, estas cugstiones no han sido muy
examinadas hasta la fecha, En este sentido existen alpunos trabajos que sostienen que el T
cruzi e replica v persiste en los tejidos de hospedadores mamiferos con altas tasas de
metabolismo de doidos grasos ( AG) [6], tales como midsculo cardiaco, musculo liso v tejido
adipose [2, 7, 8). La tasa de oxidacion de AG en la mitocondria es controlado por el flujo
de glucosa a través de la via glecolitica v |a tasa de conversiém de piruvato a acetil CoA por
la piruvato deshidrogenasa (PDH). La infeccion por T cruzi desencadena en tejido cardiaco
un incremento de la expresion temprana de genes de la f-oxidecion de dcidos grasos del
huésped seguido por una disminucion del complejo PDH [%]. Como un regulador negativo
de 1a PDH. la piruvaro deshidrogenasa quinasa 4 (PDK4) funciona como el regulador
principal del equilibrio entre la oxidacion de dcidos grasos v de la glucosa [10]. El grupo de
Caradonna en un trabajo reciente, sostiene que el crecimiento de T, crazi estd disminuido en

células deficientes de PDIK4 que muestran una mayor actividad PDH v una disminucion de
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la oxidacidén de deidos grasos [11]. En los mamiferos, la f-oxidacion se produce en los
peroxisomas v las mitocondrias [12]. Los dcidos grasos de cadena muy larga (=C22) son
transportados a los peroxisomas v se oxidan para producir dcidos grasos de cadena corta
que son transportados a la mitocondria para su oxidacion por un ndmero de eazimas acil-
CoA-deshidrogenasas (ACADs) v producir en dltima instancia, el acetil CoA [13]. En
concordancia con la idea de que los amastigotes de T cruci prosperan en un ambiente que
favorece la oxidacién de dcidos grasos, proteinas peroxisomales implicadas en la
activacidn'transporte de dcidos grasos de cadena muy larga v P-oxidacion (ACAAL TDHT)
fueron identificadas en este escenario con una correlacidn positiva con el crecimiento

intracelular de T, cruzi.

En resumen, el métabolismo de los lipidos v de la glucosa estan interrelacionados v
desregulados durante la infeccion por T oz, El tejido adiposo es un depdsito en el cual
los pardsitos pueden ser reactivados durante las periedos de inmunosupresicn. Este proceso
induce un fenotipe inflamatorio en dicho tejido que afecta una variedad de procesos

metabolicos,
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Inteccidn con Trymcrsonng crust

El parasito protozoario intracelular obligade Trpanosoma cruzi es el agente
etioldgico de la enfermedad de Chagas. ¢l cual se transmite al humano a través de insectos
hematofazos, miembros de la subfamilia del insecto Triatominae. Esta infeccion se
transmile también por otras vias: congénita, infeccién oral mediante comida conaminada.
transfusiones de sangre, trasplante de Grganos v por inoculacion accidental en el
laboratorio. En la actualidad, la Organizacion Mundial de la Salud estima que
aproximadamente 8 milloncs de personas estdn infectadas v 23 millones de personas en
riesgo de infeccitn [14]. Mientras la enfermedad de Chagas es endémica en América
Central v del Sur. en los dltimos afios se han registrado personas infectadas en Estados
Unidos, Europa v Japdn [13, 16]. Por lo tanto, la globalizaciin de la enfermedad de Chagas
ha generado nuevos desafios en la comprension de los mecanismos patogénicos que
subyacen en esta infeccidn, el papel del sistema inmune v los enfoque terapéuticos a fin de

minimizar o prevenir la enfermedad.

Clinicamente se pueden distinguir en la enfermedad de Chagas dos fases. aguda v
erdnica, (Fig.1) [17]. En la fase aguda, unos dias después de la infeccién, aparecen lesiones
infamatorias tisulares donde los tripomastigotes metaciclicos infectan ¥ comicnzan con su
ciclo de replicacion. Dura alrededor de dos meses v es asintomdtica en la mavoria de los
individuos infectados aunque alzunos pacientes pueden presentar sintomas como fichre
prolomgada, anorexia nauseas, vomitos v diarrea. Esta fase se caracteriza por presentar
elevada parasitemin. como asi tembién niveles altos de citoquinas plasmdticas v una intensa
activacion de linfocitos T y B, También puede presentar linfoadenopatia, hepato v
esplenomegalia, ¥ un gran proceso inflamatorio asociado a nidos de pardsitos en los tejidos.
Lin pequefioc grupe de personas infectadas, principalmente nifios, (5-10%) pueden
desarrollar una condicidn mds severa presentando miocarditis o meningoencefalitis, las
cusles son responsables de las muertes en estas fases, La mayvoria de las personas infectadas
permancoen  asintomaticos (forma  indeterminada), a menudo duramie afios o incluso
décadas, pero alrededor del 30%0 de los pacientes desarrollan complicaciones candiacas o
gastrointestinabes, caracteristicas de la fase erdnica de la enfermedad de Chagas. Durante la

fase cronica no es posible detectar pardsilos en sangre v el corazon es el drganc més

11
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severamente afectado onginando cardiomiopatias que conducen a la falla cardiaca
congestiva seguida de muerte. Las bases de la cardiomiopatia chaghsica erdnica (CCC) ha
sido tema de debate durante muchos afios. La inmunopatologia debido a la persistencia del
parasito ¢s considerada un elemento clave en el desarrollo de COC aunque también hay

numeresas evidencias de respuesta auteinmune [18-20].

Infeccidncon T cruzi
4 FaseAguda Fase Crénica Fasa Crénica

Inoeterminada

T

Farasitemia

Respuesta inmune

Figura 1, Progresidn de la enfermedad de Chagas, Seguido a la infeccidn con T cruzd la mavoria
de los individeos desarrollan parasitemias asociadas a una amplia respoestn inmune humoral
celular lo que invelwera oélulas de Ta respuesta inmune innata v adaptativa, Eta etapa se puede
prescniar con graves caracieristices clinicas que van desde fichre olia 8 la amritmis v la muere.
Lusegcr del comtral de la infeccidn inicial por la respuesta inmune, |3 parasitemia dismimuye ¥ los
siniomes desaparceen, va que ol individeo entra en la fase cronica de la enfermedad. Aqui la
mavoria de los individess entean en una ferme clinica indeterminada, asociada con un balance
inflamatorio ¥ regulatorio de la respuesta inmune (Indice inflamatorio bajo). Aproximadamente cf
20 % de los individeos desarrollan cardiopatia de grado variable la cusl se ssecia con diferente
grade de inflamacion. Adaptado de Gollob. Cellular and genetic mechanisms involved in the
generation of protective and pathogenic immune responses in human Chagas disease, (2008},
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Experimentalmente se utiliza preferentemente al rmton como modelo para fa
enfermedad de Chagas, debide a que estos animales son susceptibles a la infeccion con T

cruzi ¥ desarroflan fases aguda y crdnica similares a las descriptas en seres humanos [21].

A pesar de la susceptibilidad v patogénesis de la enfermedad de Chapas en el modelo
murine, ¢f cual estd determinado por numerosos factores entre ellos: la cepa del pardsito v
lu base genérica del ratdn, ¢l tamafio del indculo v la via de infeccion, los ratones
evidencian claramente una fase aguda con parasitemia dentro de 7 a 30 dias pos infeccion.
Luego de ese periodo comienza fa fase cronica gue se caracteriza por la ausencia de
pardsitos cn sangre v la presencia de cardiomiopatia caracterizada por infilirado de células
inflamatorias revelado mediante estudios histoldgicos v cuantificacidn de ADN parasitario
[22,23].

Respuestn inmune en la enfermedad de Chagas

El entendimiento de la interaceidn entre el huésped v ¢l parasito v los mecanismos de
la respuesta inmune involucrades en la proteccicn v patogénesis de la enfermedad de
Chagas ¢s esencial para poder desarrollar nuevas terapias inmunomoduladoras v/'o vacunas

contra esta patologia

La infeccidn con T. crecf desencodena una respuesta inmune compleja debido a que
es un patogena intracelulzr ¢ involuera una complicada comunicacion ¢ interaccion de
mecanismos celulares v humaorales tanto de la inmunidad innata coma de la adaptativa del

hospedadaor.

= Inmunidad innata: Las defensas innatas constituyen la primera linea de defensa
contra los agentes infecciosos invasores. Comprenden células ¥ mecanismos que defienden
al huésped de la infeccidn con otros organismos en una manera no especifica, a través de
los recepiores de reconocimiento de patrones (sigla en inglés PREs). Los PREs soen
proteinas codificadas por linea germinal v altamente conservadas en le evolucion, que
pueden estar en diferentes tipos celulares v reconocen patrones moleculares asociados a
patogenos (sigla en inglés PAMPs) presentes en la superficie de microorganismos. comao
asi también a patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) [24]. De esta manera, las

células inmunes ¥ parenguimales detectan cambios especificos en el ambiente extracelular
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a través de sus PRRs e inician la defensa del hospedador. Asi, frente 2 la presencia de una
noxa, diferentes poblaciones de células inmunes innatas como los macrdfagos, células
dendriticas, navwral Kiffer (NK). mastocitos. neurrdfilos v eosindfilos. se activan v
diferencian ripidamente a células efectorns cuva funcion principal es la de resolver la
infeccion. La respuesta inmune innata paulatinamente recibe la cooperacion de la
inmunidad adaptativa. En forma conjunta, Ia defensa innata efectia una valiosa funcion de
refraso de la diseminacion del patdgeno mientras el sistema inmunitario adaptativo se

PI’E‘FIEII'H para welir.

El pardsito atraviesa la barrera de la piel v luego se disemina a la sangre v los tejidos
“gatillando™ la respuesta temprana de las proteinas del complemento vy de fase apuda
(principalmente proteina C reactiva, componente amiloide P sérico), Estas moléculas se
unen al T cruzi ¥ median la endocitosts mediada por receptores. También macrofagos v
células dendriticas expresan PRRs que se unen a PAMPS presentes en los microorganismos.
Una de los PRRs mas estudiados son los Toll-fike receprors (TLRs) (Fig. 2) [25. 26]_ En |a
mfeccidn con I oeruzi se ha demostrado que TLR2 media la activacion de una proteina de
unmion a un fosfonucledtido de guanina. Rab-3, la cual es necesaria para la intermalizacidn
del pardsito en macrdfagos [27]. El grupo de Gazzinelli observi que la mobécula del
pardsito glicosilfosfatidilinositol-mucina es un agonista de TLR2 v el compuesto conocido
como glicomositoltostolipido conteniendo ceramida son reconocidos por TLR4. A su ver,
los ligandos del parisito pueden generan la secrecion de IL-12, ON v TNFu en macrofagos
inflamatorios [28-30). Entre las citoquinas, la 1L-12 es un mediador importante para la
produceidn de [FNy a través de fa induccion del desarrollo de eélulas Thl v la activacidn de
céfulas NK. En [a muerie de este pardsito intracelular, el IFNy es una citoquina clave para
la activacion cldsica del macrofago como célula parasiticida efectora. La muerte de los
patogenos puede ser producida por el ON, el cual es citotdxice o citostdfico para
microorganismos intracelulares [31] habiéndose demostrado que la deficiencia de [FNy,

[L12 uwON genera una elevada susceptibilidad a la infeccion con T° cruzi [32-34].
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En otro estudio empleando ratones deficientes en (NOS 0 NOS2 se demostrd que el
curso de la parasitemia, la carga parasitaria v la sobrevida en animales infectados con las
cepas Brazil o Tulahwen eran similares a los ratones WT [35]. Resultados que sugieren que
ofras vias podrian estar confrolando la infeccidn, En este sentido, se demostrd que la
enzima indolamina 2 3-dioxigenasa (IDO) presente en macrolagos, es critica para la

resistencia del huésped contra la infeccion con este protozoario [36].

Por otre lado, s¢ ha demostrado que el antigeno del T cruzi Nlamado Ted2
interacciona con el TLR2 de células dendriticas estimulando su maduracion v generando
proteccion contra la infeccitn [37, 38]. Recientemente en nuesiro laboratorio se demostrd
qee la crnizipaina purificada del T ozl del mismo modo que fa infeccidn parasitaria,
induce la expresion de TLR2 ¥ produce la liberacion de [L6 por cardiomiocitos o cual
favorece la sobrevida de esta células a través de la fosforilacion de fosfoinositol 3 kinasa
[39], Ademds, el DNA del T crvzsi estimula la produccion de citoquinas a través de la

sefialrecion de TLRY en el intertor de las células presentadoras profesionales [440].

Diversos estuedios muestran la importancia de los TLRs al evidenciar que ratones

deficientes en estos receptores presentaron mayores parasitemias v mortalidad asociado a
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una alterada respuesta pro-inflamatoria [41, 42]. La deficiencia de TLR% pero no de TLR2,

[levaria a la susceptibilidad de |a infeccion con T crui [43].

En nuestro grupo, s¢ observd recientemente una respuesta diferencial al comparar la
inmunidad innata durante la nfeccion aguda con T cruzi en ratones BALB/ e v CAT/BLA.
Se encontrd que el exacerbado ambiente inflamatorio, con menores parasitemias asociado a
un aumento de la expresion de TLRY en ratones CSTBLYG, podria ser el respansable de la
glevada mortalidad v dafo hepdtico fatal que presentaba esta cepa de ratdn. Por otro lado.
en la cepa BALD/c se observd una mavor expresion de TLR2 v TLR4 en comparacion a
CSTBLG lo cual seria importante para mantener la homeostasis ¥ la regulacion de la
inflamacicn. Un agonista de TLR2 (Pam3Cs) invectado en la cepa C37BLG demostrd ser
una posible estrategia terapéutica para contrarrestar [o inflamacion exacerbada durante la
infeceidn aguda. [21, 44].

Por otro lado, también se ha informado el reconocimiento de T eresi por otros PRRs
por epemplo receplores lipo NLR (Ned ke recepror) [45]. Se demostrd gque ratones
deficientes parn MNod! fueron muy susceptibles a la infeccidn con T. cruzi presentando
clevadas parasitemias v carga parasitaria en tejidos cardiacos v bazo ademds de
incrementada mortalidad, Sin embarge. lTa ausencia de este receptor no modifica la
produccidon de citoquinas como 1L12, TNFu [FNy o IL10. Debido a que en ausencia de
Mod] wmbién se produce una respuesta de citoguinas se investipd la participacion de atro
NLR en la infeccion con 1 eruzi, el NLRP3, el cual conjuntamente a ASC [apopiasis-
associated speck—{ike profein containing o caspase  recruitmend domain) forman el
ensambiaje del intlamasoma activando caspasa- 1 para la prodeccitn de ILIPp e ILTE
activas, Este grupo también observa que al infectar ratones deficientes en ASC o caspasa-|
los ratones presentaron elevada mortalidad. mavor carga parasitaria e inflamacidon en tejido
cardiaco, sugiriendo que el mflamosoma es critico en [ resistencia al huésped durante la
infeccion con T crnzi [46]. Otros autores reportaron ademds que ratones NLRP3-/- y
caspasa- -« infectados con T erucd presentaron defectos severos en la produceion de ON ¥
alternciones en la muerte parasitaria mediada por macrofagos, demostrando el rol
importante de NLRP3 én controlar la infeccion [47).
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<Conexion entre la inmunidad innata v adaptativa, Existe amplia evidencia que
sostiene que la activacion de células dendriticas u otras células de la inmunidad innata a
través de los TLRs es fundamental en la modulacicn de la respuesta adguirida. Mas alti de
la reflevancia de los TLRs en la inmunidad innata, el paradigma actual sostiene un papel
critico de estos receptores en la conformacidn de la respuesta inmune adaplativa [48], Esto
puede ser llevade o cabo principalmente por su pccidn sobre células presentadoras de
antigeno (CPA). ¥a sea promoviendo la presentacion cruzada para la activacion de células
T CI4, a través del incremento de maléculas co-estimulatorias e induciendo la secrecion de
citoquinas comwy IL12, ILG, ILIE. TLIE, and IL23 por parte de CPA v en consecuencia,
promoviendo la diferenciacidn a Thl vw'o Thi7, En este contexto, ¢ ha reportado que
ratones deficientes en MyDES o en algunos TLRs e infectados con T, cruci presentaron bajo
namera de linfocitos T CD4 (Th1} ¥ niveles bajos de [L12 sérica con dificultades para
inducir una respuesta optima de células B o para la movilizacion de linfocitos T CDE a los
tejidos [49]. Sin embargo, en esios animales deficientes en MyDEE o en TLEs e infectados,
el porcentaje de linfocitos T CDETFNy v la actividad citotxica m vive de linfocitos CD8
s¢ mantuvieron en niveles similares a los animales WT infectados [42, 50) sugiriendo que
otras vias independientes de MyD388 estarian involucradas en los mecanismos de control de

la infeccion.

-Inmunidad adaptativa. Durante la infecciin experimental aguda se desencadena la
activacion policlonal de linfocitos B lo que implica una intensa produccion de
inmunoglobulinas de diferentes especificidades, Esta respuesta es dependiente de células T
CD4 [31].

El T cruzi es capaz de infectar casi todas las células en los tejidos del hudsped [32].
una vez internalizado puede escapar de las vacuelas parasitGéforas en el citoplasma, sus
antigenos parasitarios van a ser procesados v presentados en el contexto MHC clase | el
cual va a ser reconocido por células T CD8 [53, 34). Las evidencias indican que las células
citotdxicas tienen un rol protective en el control parasitario durante la infeccion, el mismo
incluye la secrecion de citoguinas que inducen la actividad microbicida en células del
huésped (macrdfagos, NK) v [a muerte de células infectadas mediante perforinas/granzimas
vio apoptosis mediada por FAS [33-58]. Otros investigadores demostraron que células T
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CD3 no pueden controlar completamente la infeccidn debide a que se vuelven incapaces de
responder [33].

Por otro lado, los antigenos parasitarios solubles, los pardsitos muertos o los
pardsitos que no pudicron escapar de la vacuola parasitdfora [59] serdn presemados por
CPA a través de MHC-11 a los linfocitos T CD4, los cuales van a colaborar con las células
B pora inducir anticuerpos. Debido a que la infeccion con las formas amastigotes v
tripomastigotes generan e sintesis de [L12 por células monociticas/macrdfagos ¢ IFNy por
MK se sostiene foertemente que los clones de células T especificas del parisito se
diferencian @ un fenotipo Thl. En concordancia con esto, se reportd durante la infeccidn,
que linfocitos T CDHL tante en humanos comoe en ratones, producen elevedos niveles de
[FMy [o0, 61]. Ademas, se ha demostrado que los anticuerpos dominantes en la infeccion
son los isotipos 1gii2a en raton e 1glil en humano [62. 63] los cuales se conoce que son
regulados por linfocitos Thl e TFMy. Es decir, los linfocitos T CD4 Thl especificos
contribuven a ravés de la produccidn de [FMy a la activacidn de macrdfagos. a la
diferenciacion ¥ activacion de linfocites T CDE v a la sintesis de isotipos de lg que
favorecen la activacion del sistema del complemento v a la opsonizacion © muernte celular
dependicnte de anticucrpo (ADCC) Por otra parte. 5¢ ha documentado que pacientes con
enfermedad de Chagas exhiben un perfil de citoquinas Thl (TFNY) con supresidn del perfil
Th2 (IL4. L) para controlar la infeccidn, Ademds, experimentos de transferencia
adoptiva de células T CD4 productoras de IL10 ¢ IL4 incrementaron la susceptibilidad a la
infeccion por I cruzi en modelos experimentales. Por lo tanto, la polarizacion del perfil
Thl/Th2 va a determinar la resistencia o la susceptibilidad de la infeccion con T, eruzi [25.
64, 65]

= Regulacion de la respuesta inmune, Una vez desencadenada la respuesta inmuneg
para eliminar al microorganismo patdgeno es necesario que el organismo active
mecanismos para controlar la respuesta inflamatoria v evitar ¢l dafio en los tejidos propios
del huésped. En este sentido. las células T regulatorins han side descriplas como
componentes importantes en la regulacion inmune debido a que previenen la patologia

mducida por la infeccidn ¥ limitan la lesidn tisular colateral causada por la exacerbada
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respucsia anti-parasitaria [66], También hay cvidencia de la existencia de neutrGfilos
secretores de 1L10 reclutados por [L1TRA, los cuales estarian reduciendo la inflamacion y
la moralidad durante la infeccion aguda con T erzi [67).

Por otro lado, estudios previos indican la existencia de células supresoras mieloides
{C5Ms) durante la infeccidn apuda con T. cruzi. las cuales tendrian funciones supresoras
mediante o produccidn de ON v la deplecion de L-arginina por arginasa-1. 5S¢ demostro
que esta poblacion celular se acumula en gl corazon v el bazo para |levar a cabo su funcidn
supresora durante la infeccidn con este parisito [68. 69]. Recientemente, nuestro grupo

demostrd gue las CSMs juegan un rol central en la resoluckin de la inflamacion durante la

infeccion aguda con T, cruzi cepa Tulahuen [70].
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HIPOTESIS

En base a los antecedentes descriptos. especulamos que el T creazi, podria
comportarse como un factor agravante de la EHNA v ser un factor pro-aterogénico
potencial, ya& que en su estructura posee componentes capaces de interaccionar con
receptores tipe Toll, principalmente TLR2 ¥ 4. participantes de la respuesta inmune innata.
Esta imteraccion induce una cascada de sefalizacion intrecelular que se traduciria en la
sintesis de citoquinas inflamatorias v quimiocinas, moléculas de adhesion celular,
migracitn de células al drgano rarger de lesidn v otros evenlos bioquimicos v celulares, que
actuando en conjunto podrian acelerar el curso de tales patologias, como consecuencia de la

infeccion parasitaria-respuesta inflamatoria.

Ademds, ligandos enddgenos comao LDLox v dcidos grasos producidos por la dieta
media en grasas podrfan contribuir a la hiperactivacion sostenida de estos receplores.
transformando ka respuesta inicialments homeostitica en patogénica. Asimismo, s¢ podria
hipotetizar que la infeccidn con este protozeario v la combinacién con una dieta rica en
lipidos. debide a un aumento del peso corporal v olras consecuencias metabdlicas
{endotoxemia) potenciarian en forma sinérgica ln mflamacion v el estrés oxidativo
provocados por la infeccion parasitaria. Sin embargo, ofra hipdiesis que no deberiamos
descartar es que la respuesta inflamatoria pueda ser modulada en la etapa crimica en las

condiciones experimentales propugstas,

Asimisma, @5 posible sugerir que i alimentacion media en grasas podria favorecer
la tasa de proliferacion de este protozoo en tejidos metabdlicamente activos con una

elevada actividad de la via P-oxidacion de doidos grasos,

Por otra parte, pensamos que diferentes estimulos coma la infeccion i vitro con T
criizi v lipoproteinas, especificamente las LDL pueden activar a los receptores tipo Toll v
soevenger-CD36. Consecuentemente, se producirian citoquinas inflamatorias, quimiocinas,
moléculas de adhesion intercelular v procoagulantes. El perfil de moléculas inflamatorias v
el depdsito de esteres de colesterol en macrofagos, via CD36, que no permitiria regular la
homeastasis del colesterol intrwcelular, favorecerian la formacion de células espumosas, los

cudles son eventos bioguimicos ¥ celulares claves para el inicie de la aterogénesis.
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CAPITULO 1

Efecto de la infeccion con Trypanosoma cruzi en la
fase cromica en un modelo experimental de

esteatohepatitis no alcoholica
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INTRODUCCION CAPITULO L

= Eaearohenario o alcoehddica

La esteatohepatitis no aleohdlica (EHNA) es una enfermedad erdnica inflamatoria del
higado que ocurre en pacientes que no consumen o queé lenen una ingesta minima de
alcohol {(20-402/dia), en ausencia de otras causas secundarias de acumulacion grasa a nivel
hepatico. Esta patologia se caracteriza por la presencia de esteatosis e infiltrado
inflamatorio mixic en €l higado. En 1980, Ludwing ¥ col la describieron por primera vez
como “Esteatchepatits no alcohdlica™ [T1] v en la actualidad es ademas considerada como
la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico (SM) [72]. Esta enfermedad estd
influenciada por factores de riesgo del SM [73] v por la insulino resistencia (IR) asociada
con esteatosis, sobrepeso, dislipemia. hiperinsulinemia e hipertension arterial [72].

La sociedad ha experimentado un cambio a nivel mundial en el estile de vida hacia un
mayor consumao de comida rpida (comida chatarra con alto contenido en lipidos), estrés
erdnico ¥ menos actividad fisica [74). Las enfermedades de higado graso no aleohdlico
{HGNA) estan constituvendo la principal causa de enfermedades hepiticas que pusden
progresar 4 EHNA, la cual constituve una gran preocupacion en el ambito de la salud
humana.

Se estima que la EHNA afecta al menos al 10-20% de la poblacion general [75-78] v
actualmente, no existen estudios de prevalencia con un buen disefio en Argentina. Estudios
realizados en La Fundacion Favalora en Buenos Aires indican gue de 1000 pacientes que se
realizan el control anual, un 25% presents EHNA. datos coincidentes con los nimeres de

otros paises de Europa v USA,

La causa de |z acumulacion de grasa en el higado no se conoce con exactined, pero
existen mecanismos muy importantes en el desarrollo de esta enfermedad tales como la IR,

el estrés oxidativo v la libéracion de citoquinas, entre olros.
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o Posibles mecanismos patorénicos de EHNA

Se¢ han utilizado varios modelos animales que desarrollan signos similares, a fin de
establecer los mecanismos patogénicos de las enfermedades de HGNA v su progresion a la
EHNA. Entre ellos, fos mids freceentemente utilizados son los modelos genéticos de
obesidad (obfob, con una mutacion del gen de leptina v db/db. deficientes en el receptor de
leptina} v otros modelos inducidos por ciertas dictas (figh for dier; HED, alta en contenido
graso, o rica en fructosn, deficiente en colina-metioning, etc) [79]. Los mecanismos
patogénicos involucrados en la EHNA primaria no han sido totalmente explorados v
parecen ser multifactoriales. complejos e implican la interconexitn entre diferentes tejidos
metabdlicamente activos. Day v James en 1998 [80] propusieron considerar la secuencia de
“dos eventos™. en primer lugar aquellos mecanismos que promueven ¢l desarrollo de la
esteatogis  hepitica v posteriormente los  factores que determinan la inflamacidn,
caracteristica de la EHMA. La hipdtesis inicial de "dos eventos" describe la IR comao el
"primer evento" que lleva a lo esteatosis hepdtica, seguido por un "segundo evento™ el
cual es desencadenade por el esirés oxidativo, que a su ver conduce al desarrollo de la
esteatohepatitis. Esta hipdtesis ha sido ampliada a "miiltiples eventos™ en la que diferentes
procesos puede contribuir o la inflamacidn tisular. Indudablemente. log mediadores
inflamatorios producidos en el higado. el tejido adiposo v el intesting, jugarian un papel

clave en los procesos de inflamacion. fibrosis v, finalmente, ko tumorigénesis hepitica.
¥ Primer evenio

Ademis de la propia lipogénesis hepitica, los dcidos grasos libres (AGL) provenientes de la
absorcion intestinal o de [a lipdlisis del wejide adipose (TA) se transportan &l higado. Dentro
del hepatocito bos AGL son esterificados a triglicéridos, uniéndose al glicerol, parte de los
cuales son expontados de la célula hepitica como lipoproteinas de muy baja densidad
{(VLDL) mediante exocitosis o sufren fa oxidacion en las mitocondrias, peroxisomas o
microsomas [81]. El incrementado nivel de lipidos en los hepatocitos. meyvormente comao
TG en pacientes con EHNA, resulta de un desbalance entre sistemas enzimaticos que
promueven la incorporacion v sintesis de AG v los que estimulan su oxidacién y salida. El
incremento en la captacidon de AGL por parte del higado excede su capacidad para

metabolizarlos mediante la f-oxidacién mitocondrial v removerlos por liberacitn a la
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sangre bajo la forma de YLDL debido a un descenso en la produccion hepdtica de
apolipoproteina B-100 [82. 83]. asi como a un aumento en su degradacion [84]. De este

modo se desarrolla la esteatosis hepatica.
¥ Segpunde evenio

A la esteatosis s suma la inflamacion a través del reclutamiento y activaciin de
celulas inflamatorias en el higado, o cual promueve a la csteatohepatitis [83]. El aumento
de los AGL dentro de los hepatocitos lleva a una sobrecarga de la beta oxidacidn
mitocondrial. Los AGL son sustratos e inductores del citocromo P430 2E1 (CP450 2EL).
El nivel de CP430 2E1 se incrementa en el higado de pacientes con EHNA v pucde resultar
en una produccion de especies reactivas de oxigeno (EROY) capaces de producic la
lipoperoxidacidn de las membranas del hepatocito levando a su apoplosis [86].

La extensiva peroxidacion de lipidos también se produce en ratones transgénicos en
los cuales el gen del CP430 2E1 se ha climinado, sugiriende que otras enzimas del CP450
podrian tener un ol en este proceso. Se ha identificado la enzima 4A como iniciadora
alternativa de estrés oxidativo en ¢l higado [87]. La acumulacidn excesiva de AGL induce
estrés oxidative en los hepatocitos no silo en las mitocondrias, sino también en los

PETOXISOIMAS O MCROSOms.

Las ERO mitocondriales promueven la progresion desde la esteatosis a las EHNA »
fibrosis por tres mecanismos principales: peroxidacion lipidica, induccion de citogquinas e
inflamacidn [88]. Las ERO gatillan la peroxidacion lipidica que causan la muerte celular a
trruvés del aumento de expresidn en la molécula apoptética FAS. Existe ademas, una
quimictaxis de neutrdfilos, ¥ monecitos gue promueven la inflamacion tisular. Las ERD
también inducen la translocacion del factor de transeripeidn nuclear kappa B (NF-xB que

induce la sintesis de TNFa v varias citoquinas pro-inflamatorias tales como [Lé o TLE [89].

En este contexto, el estrés del reticule endoplismico, citoquinas v adipoguinas, asi
como la inmunidad estin surgiendo como los conductores claves de las caracteristicas de la
EHNA (Fig. 3) [90.91].

Ademds, el propio higado muestra propiedades inmunoldgicas v puede ser visto como

un "Grgano inmunolbgica™ [91], s un drgano clave que controla la homeostasis metabolica
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de lipidos. carbohidratos v proteinas. Numerosos reportes demuestran que el higado tiene
propiedades inmunologicas especificas v contiene una gran cantidad de células residentes ¥
no residentes que participan en la regulacion de las respuestas inmunes ¢ inflamatorias [92.
93] v la desregulacion de las funciones hepaticas peede llevar a desordenes metabdlicos.

Se¢ han realizado muchos esfuerzos para entender el papel del sistema inmune en la

patogéncsis de EHNA en vistas también de su relevancia como potencial terapéutico.

Figura 3.
Primer evento Segundi evento
Citoguinas
Orbesidad T.&GL Fsteatosk inflansatorias

Hipertipidemia | mu | (ipado grase) | SESSS—,| ESTEATOHEPATITIS

Estres exidative  [pflamaciin

Tmsuling Predisposicion — Necrosis
resistencia senétici Fitvrosis

¥ Mecanizmox inninolacicos imealucrmdes en o fviopoiodosia oe ba HENA

Irmiitidad fnnans

Frente a la presencia de una noxa. diferentes poblaciones de células inmunes innatas
coma [os macrdfagos, oélulas dendriticas. mastocitos, neutrdfilos v eosindfilos, se activan »
diferéncian ripidamente a células efectoras cuva tuncidon principal es la de resolver la
injuria provocada por EHNA.,

o Macrdfigoscélufas de Kupiffer

Las células de Kupffer (CK) constituyen la mayor poblacion de macrofagos
residentes del tejido hepdtice, Estas células se originan en la médula dsea con la generacion
de promonocites ¥ monoblastos en monocitos; estos en la sangre periférica completan su

diferenciacidn v se localizan en ¢l higado, donde tienen su residencia en el espacio
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sinusoidal circulante, cspecialmente en ¢l drea periportal. Bajo condiciones basales, CK
pueden inhibir la activacion de células T especificas de antigeno inducidas por células
dendriticas {CDs) v pueden promover la actividad supresora de las eélulas T reguladoras (T
regs) [94). Después de la activacion por antigenos bacterianos, tales como lipopolisacdrido
bacteriano (LPS), 0 moléculas enddgenas, las CK modulan la diferenciacion y activacion de
diversas células inmunes, incluyvendo CDs, linfocitos T v neutrofilos. Estos macrofagos
hepiticos también pueden interactuar directamente con los hepatocitos [91], Ademas, CK
pueden comtribuir a la lesidn hepirica a través de la produccidn de citoquinas pro-
inflamatorias, de ERD y mediante la activacion del complemento. Los macrdfagos son las
primeras células de la inmunidad innata en responder a una injuria hepdtica. llevando a la
produccion de ThFa. induccidon de quimiccinas ¥ reclutamiento de monocitos. La
deplecion de macrdfagos en modelos murinos de EHNA reduce la incidencia de injuria
hepdtica, esteatosis ¢ inflamacidon [95]. Estas células estin implicadas en el inicio del
EHMA mediante la sefializacion de TLRs. En higado se repord gue la activacion del
receptor TLR4 por sus ligandos, tales como LPS o acidos graso[96]s, es muy importante en
el desarrollo de esteatosis. en la injuria hepdtica. la inflamacidn v fibrosis en EHNA
inducido por una deeta especial [97-100]. Por otra parte. la activacion de TLRS estimula la
produccion de ILIJ por parte de las CK, la cual estara involecrada en la acumulacion
hepsitica de lipides, en la muerte celular ¥ en la fibrogénesis [101, 102]. Por el contrario,
TLRZ pareceria tener un papel protector de la injuria tisular [103]. Finalmente en el tejido
adiposo de los ratones alimentades con HFD. Ia activacion de macrofagos puede ser
inducida a través del reconocimiento de AGL por TLR4 ¥ TLR2 [104], destacanda el papel

de la sefalizacion TLR también en este nivel.

Entre otros PRRs, es importante destacar ka presencia de receptores "scanvenger” (RS)
eni la superficie de macrdfugos, w@les como: CD36 v RS de macrdfagos | (M5SR1). CD36 se
une a lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LIDLox), ¥ estd implicado en la activacion
de INK inducida por LDLox [105]. En base a sus diterentes funciones en la transduccion de
sefiales inflamatorias, s¢ ha propuesto que CD36 v MSRI contribuyen de forma
independiente a la aparicion de la inflamacidn hepdtica modificande la distribucidn del

colesterol en el interior CKs [106]. Se ha demostrade que la supresion hematopoveética de
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los RS CD36 v M3SR1 en ratones deficientes en ¢l receptor de LDL (Ldlr-/-) ateniia la
inflamacidn hepéatica [107].

Es bien conocide que el compertamiento de los macrdfagos es heterogéneo v su
perfil de activacion se extiende entre dos estados polarizados “activado clisicamente”™ o
pro-inflamatoric denominade M1 v el "activado alternativamente” o anti-inflamatorio
[lamado M2 [108]. En EHNA, lns CK estin expuesias a una variedad de sefiales que llevan

a un cambio en su fenotipo hacia un perfil M1 [109].

Macrofagos M1 son inducidos por mediadores pro-inflamatorios, tales como LPS o
[FNy. v. a su vez. conducen a la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, coma TNFa,
IL6, IL12, ¥ a la activacidn de la enzima INOS. Las citoquinas liberadas por M1 también
pueden promover la sintesis de tnglicéridos e inhibir la oxidacion de AG [110]. Estas
eélalas » menudo se ubican alrededor de los adipocitos necriticos ¥ forman una estructura

con forma caracteristica de “corona™ [111].

Por otra parte, los macrdfagos polarizados hacia un perfil M2 pueden ser inducidos
por diversos estimulos entre otros, L4 v [L13 [108], Se coractenizan por producir
citoquinas anti-inflamatorias como IL10. ¥ su activacion favorece el incremento de la
actividad de la arginasa, capar de competir por el mismo sustrato (L-arpinina) con la
enzima iNOS [112]. Esta poblacion de células estd presente en ¢l tejido adiposo de ratones
delgados, lo que sugiere una funcitn benéfica de estas ¢élulas. Ademas macrofagos M2
(FBCDNeCR2MT) s encuentran disminuidos en la obesidad. Estos resultades estin
en concordancia con el papel protector de la [L-10 en la 1R, contrarrestando el efecto de fas
citoquinas pro-inflamatorias como el TNFa [113]. Se ha demostrado que macrdfagos
F&/80'CDI1RCDI 1™ [114] asi como F4/80°CD1 1c7CD206" [115] asociades a un perfil
M. se acumulan en el tejido adiposo v sobre-expresan genes inflamatorios en ratones
alimentados con HFD. De manera sorprendente fa [L 10 también se sobre-expresa despuds
de HFD, probablemente en relacidn con el reclutamiento de macrofagos M2 en el tejido
ndiposo en respuesta a ese tipo de dieta [113]. En modelos murines de obesidad inducida
por HFD también se observd al igual que en EHNA, un cambic del fenotipe de macrdfagos
hacia un perfil M1 [108, 115]. Este fendmeno parece estar relacionado al receptor de la

gquimiocina 2 (OCR2) del cual depende el reclutamiento de monocitos. De manera

27



interesante, la inhibicion de la quimiocina MCPI/CCLY induce wna mejora en la
esteatohepatitis v el SM [116].

Durante el desarrollo de las EHNA, la quimiocina CCL2 v su receptor se incrementan
en ¢l higado promoviendo la acumulacién de macrafagos, la inflamacion, esteatosis v
fibrosis, coma asi también, su acumulo en tejide adiposo, Por o tanto, la sefializacion dada
por CCL2, wincwda la inflamacidn hepdnca v sistémica melacionada con trastomos
metabalicos v la IR [117]. En animales deficientes de CCL2 o CUR2, el mimero de
macritagos se redujo en un 802 en el higado v alrededor del 40% en tejido adipeso. En
concordancia con estos resultados. CCL2 también ha sido detectada en el suero v el higado
de pacientes con EHNA [118). Evidencia similar. aungue no tan consistente como para
CCL2Z. describe el papel del receptor CCRS, Quimiocinas como CXCLIZ v CXCLI3

parecen estar involucradas en modelos experimentales de obesidad [119).

& Newirdfies eosimifilos v Mastooiios

Se ha descripto que los neutrofilos estin implicados en la fase temprana de la
inflamacion del tejide adipese. va que pueden infiltrarse ransitoriamente en dicho tejido de
los ratosmes alimeniados con HFD [120. 121]. Ademds. la mieloperoxidasa (MPOY). una
enzima oxidante de neutrdfilos. se sugirid gue participa en la peroxidacion de lipidos en la
esteatosis. Adicionalmente se observd gue los neutréfilos v los productos de oxidacion
mediadas por MPO se incrementaron en biopsias hepsiticas de pacientes con EHNA en

comparacion con una simple ¢statosis [122].

Los eosindfilos constituven las principales. células productoras de L4 en el wjido
adiposo murine. La disminuecion de ecsindfilos favorece el desarrolle del detenoro de la
tolerancia & la glucosa v la IR inducida por HFD, mientras que la eosinefilia inducida por el

1ejido adiposo por helmintos es capaz de mejorar el metabolismo de la glucosa [123].

S¢ han encontrado también un ndmero aumentado de mastocitos en el tejido adiposo
Blanco de bos humanos y ratones obesos [124]. Ademds experimentos de transferencia

adoptiva de células cebadas deficientes en citogquinas mostraron un papel clave de las
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citequinas pro-inflamatorias [L6 e INFy producidas por los mastocitos en ¢l desamollo de la

obesidad inducida por la dicta ¥ la intolerancia a la glucosa [124).
Célufas Denadriticas

Las CIxs som células presentadoras de antigenos profesionales gue se pueden
encontrar en [os tejidos extra-linfoide, incluvendo ¢l hizado, donde residen alrededor de los
venas centrales v espacios porte, Despuds de su activacion pueden migrar a través del
espacio de Disse a los conductos linfiticos v ractos portales para llegar a los ganglios
linfaticos extrahepdticos. Las CDs estan implicadas ¢n ln induccion de tolerancia
mmunoligica central v periférico, en la regulacion de la respuesta inmune de células T ¥
som las edlulas que actdan como centinela de la inmunidad innata en el recenocimiento de
paldeenos microbianos. La funcion especifica de CDs es dependiente de la heterogeneidad

de los subconjuntos de CDs v su plasticidad funcional [91].

La eliminacion de CDs en EHNA exacerbo la inflamacién fibro-intrahepatica [ 125,
126]). En ratones las CDs inducen también la diferenciacion a Th17; en los seres humanos el
aumento de las CDs derivadas de TA subcutineo se correlacionarcn con un aumento del
Indice de Masa Corporal (IMC) v de las células Thl7.
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Figura 4. Descripciin general de las vigs inmunes implicadas en la patogénesis de la
estestohepatitis no aleohdlica (EHNA), DC: células dendriticas; Treg: célula T reguladora: MET:
las células T asesinas naturales: NEL: neutrofilos; MOND: monocitos; HEPA: hepatocitos; HSC:
células estrelladas hepaticas; MF: miofibroblasto; KC: ks células de Kupifer;, EO: eosindfilos; T
Linfocitos T; B: linfocitos B M macrofagos; CLS: estrucium like coronn; OPM: asteopontina;
LPS: lipopolisacdrido; FFA: dcidos grasos libres; IP-10: proseina- 10 inducida por interferdn v
MOCP-1;  prodeing de  mopogies-1  quimiotdctics;  MMP-2;  memloproteinasa-2,  MPO:
miclpperoxidass; TLR: receptor Toll-like: STAT3: transductor de sefial ¥ activador de la
frunseripeidn 3; IL: inferleuquing. Bavos azules indican estimulacién ¥y rayes rejos indican
mbibicion {Luisa Yonghia, “Immunclogical Mechenisms in the Pathophysiology of Mon=-Alcoholic
Sieatohepatis” fnd S Mol Sci 2003),
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E idad Adaptati

La inmunidad adaptativa se caracteriza por la especificidad antigénica, la diversidad,
la memoria immunoldgica, v el reconocimiente entre lo propio ¥ no propic, Esfa respuesta
inmune estd mediada por linfocitos T ¥ B v una variedad de moléculas que orquestan las

interacciones celulares [127).

o Fimgfociior T ODS p C6E

En modelos experimentales de EHNA se ha observado un incremento de la relacidn
CD8'/CD4" en el higado [123]. A nivel del TA visceral, se ha demostrado un aumento de
las ¢élulas CD3" en seres humanos ¥ en ratones [128]. Dependiendo del entorno de
citoguinas, las células Thelper pueden asumir un fenotipo pro-inflamatorio {Thl). que se
caracteriza por la liberacion de [NFy y TGFf o un fenotipo anti-inflamatorio (Th2), que se
caracteriza por la liberacion de L4, IL5, IL12 ¢ [L10. La transferencia de células T CDW'
Th2 puede regular negativamente el aumento de peso, la masa de tejido adiposo visceral.
hiperglucemia v aumento de citoquinas (TWFa e IL&) inducida por HFD [129]). El
equilibrio entre Thl y Th2 es importante en la conduccidn de la respuesta inmune. Un
desequilibrio entre un exceso relativo de citoguinas pro-inflamatorias v una deficiencia
relativa de citoquinas anti-inflamatorias se ha encontrado en el contexto de la EHNA tanto

en el higado [130] como en el tejido adiposo visceral [129].

El aumento en el perfil Thl puede inducir, a través de INFy, la infiltracion de
macrofagos M1 polarizados en el tejido adiposo de ratones obesos. acompafiado por
aumento de la expresion de TNFe y CCL2 [131]. Las células T citotdxicas CDB™ aumentan
rapidamente ¢n la almohadilla plantar durante la dieta alta en grasas [132]. La deplecidn
inmunoldgica o genética de las células CDE reduce la infiltracion de macrofagos, la
liberacion de mediadores pro-inflamatorios {ILL, L6 v CCL2) en el TA, ¥ la IR [133]
Estos resultados destacan ¢l papel de las células CDA™ en la iniciacion y propagacidn de la
inflamacién del TA. Otras poblaciones de linfocitos T CD4 son las Treg v las células Th17
secretoras de IL17. El equilibrio entre estas sub-poblaciones celulares es importante para 2|
mantenimiente de la homeostasis inmune, las cuales se encuentran alteradas en diversas

enfermedades autoinmunes, infecciosas v metabdlicas [134].
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o Linfocios ThiT

Las células Th17 son un subtipo de células T cooperadoras que se caracterizan por la
secrecion de IL17, su diferenciacidn es inducida especificamente por el factor de
transeripeidn nuclear del recepior huérfanc relacionado al receptor de dcido retinoico
[ROR. Los eélulas Th? se seneran en presencia de TGFR v IL6 v ejercen funciones pro-
nflamatorias [135]. La funcidn de este subconjunto de célulns se opone a la respuesta
mediada por Tregs. Si bien, tienen vias de desarrollo reciproco, tienen efectos opuestos en
la respuesta inmune. El factor de transeripeidn de Tregs:FOXP3 tiene un efecto inhibitorio
directo sobre la diferenciacidon a Th17. Se ha demostrado en un modelo murino inducido
por HFIY un mayor namero de células Th17 como asi también en biopsias hepdticas de
pacientes con EHMA en comparacicn con los controles. En consecuencia, los penes
relacionados a Thl7 (ROR-wt, IL17, IL21. IL23) se encucntran incrementados cn los
pacientes con EHNA. En pruebas i virro se obsevd que la 1L17 contribuye sinérgicamente
con los AGL para el desarrolio de esteatosis a traves de la interferencia de la via de
sefializacion de insulina [136]. Ademas las citoquinas IL17 e IL23, estdn aumentadas én
pacientes obesos v [137].

s linfocitos B

Los linfociios B constituven alrededor del 6% de las células intra-hepaticas [%1].
Ademds aumentan ripidamente en el suero v en TA de ratones alimentados con HFD, y
parecen estar implicados en la [R. De manera interesante, ratones deficientes en células B
alimentados HFD muestran una menor IR que los controles. Ademds. un aumento de la
concentracion sérica del factor de activacion de céfulas B (BAFF) se reportd en la EHNA
humana. Los estudios pre-clinicos demostraron que ratones deficientes en el receptor de
BAFF tuvieron una mejorn en la IR inducida por 1a obesidad acompafisda de una reduccion

de las células B, de los niveles de 1gG sérica y la inflamacion del TA visceral [138].
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o Celular supresovas mrielofdes

La activacion de células inmunes, incluvendo mecrofegos v células T CDY,
contribuve de manera significativa al avance de la obesidad ¥ sus complicaciones médicas
asociadas, como la aterosclerosis, EHNA, [R y dabetes tGpo 2. Sin embargo poco s€ Conoce
acerca de la regulacion de la respuesta in vive. Se ha demostrado un incremento de célufas
mieloides inmaduras Gr1'CDIIb" en los tejidos periféricos (higado v TA) durante la
obesidad. La disminucion de estas células en animales obesos aumentd significativamente
la inflamacién y desmejord la sensibilidad insulina ¥ la tolerancia a la glucosa. Bajo
condiciones de obesidad, células Gr-1" suprimen la proliferacidn e inducen la apoptosis de
lag células T CDE" v tienen la capacidad de favorecer 1a diferenciacion de los macrdfagos a
un perfil M2 insulino-sensibles contrarrestando la respuesta pro-inflamatorias en el higado

yel TA [139].
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GENERAL En nuestro modele experimental de EHNA utilizando ratones machos
C57BLA WT v TLRA-/- alimentados con una dieta media en lipidos s¢ propone:

-Investigar la influencia de la infeccién con Trypanosoma cruzi como potencial factor
sinérgico de riesgo para la injuria hepdtica v ademds, ver el efecto del tipo de dieta en la

evalecion de la enfermedad infecciosa.

ESPECIFICOS A distintos tiempos post infeccidn en los 4 grupos experimentales (DC,
DG, 1+DC e 1+DG) WT v TLR4-/- s¢ procederd a ¢

- Analizar el dafo hepdtico mediante estudios histopatologicos v evalear el perfil de
proteinas de fase aguda. lipidos. lipoproteinas ¥ otros pardmetros metabdlicos como

glucosa e insulina, en plasma

- Estudiar los distintos tipos celulares que participan en las lesiones hepdticas {macrofazos,

granulocitos, linfocitos T. linfocitos B) v [as citoquinas que producen.

- Determinar el perfil de citoquinas inflamatorias [L12, IFNy, [L6 e [L17 v la quimiocing
MOP-1/CCL2 en plasma. Demostrar la presencia de otros mediadores inflamatorios, como
las especies reactivas del oxigeno (ERO) en tejide hepitico. Ademds, se estudiard la
melécula de adhesidn intercelular ICAM-1, invelucrada en otros modelos de EHNA,

- Estudiar la carga parasitaria hepdatica mediante g-PCR v ver si la misma €5 influenciada

por el tpo de dieta.

- Analizar en higado la poblacicn de eélulas supresoras mieloides (CSM) v sus principales
fenolipos.
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RESULTADOS CAPITULO1

1. Maodelo experimental en ratones machos C3TBLSI WT vy TLR4--

oL DG DL +DG
.-%jfr::m.l I ?’nm
% Kcal Tat 14 Keal fan = 3% Koal fat + 1% Kol fac
>
I | | |
a q 1z 3 semanas pos-iralamiento

|

Sangre

Figura 1. Disefic experimental. Animales machos C57 WT ¥ TREA-- de & 2 8 semanas de edod Tweron
dividides en 4 grupos: 1§ DC, dicws control; 2) DG, disls medis en grasas; 3) O, infectnde + dieta control
3 Ay 1+IMG, Enfeciade + dicia media en grasas, Los grepes nfeciades fisron inyectadas inbra-penioncelmense
oo |0 |r'i|'|1'|-|.'|1:a:-'.{ig|,'|1n:-li de la cEpa Tulmhoen, A lns 4, 12 v 24 semanes de irzlamients se cleron dilterenies
estudios

Los grupos DG v DC no mostraron ningun signe clinico de enfermedad durante todo el
periode experimental, aungue el grupo DG exhibio pelaje graso desde la 2da hasta la | 2va
semana de tratamiento. El grupo 1+DC mostrd signos de enfermedad parasitaria con T
crazi tales como ojos entrecerrados, pelaje erizado, reduccidn de la motilidad v del apetite
durante el periodo de alta parasitemia alrededor de la 4ta semana. Posteriormente, €n la fase
cronica los signos clinicos fueron mas difusos a excepeidn de la perdida de peso. En el
grupo 1+1G estos signos fueron mas pronunciados v eparecieron con antérionidad, a partic
del dia 20 post-infeccidn hasta el final del periodo experimental v presentaron una mavor
mortalidad ¥ mayor parasitemia en la etapa aguda en comparacién con los ratones del grupo
+DC,
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2, Lainfeccion con T. cruzi provoca una disminucién en el peso corporal v mejora
la sensibilidad a la insulina pero aumenta la concentraciin de trigheéridos v

colesterol plasmaticos

En primer lugar, se analizaron los parametros bioquimicos v metabilicos de los
grupas experimentales (DC, DG, 1+DC ¢ +DGY en ratones C37 WT v TLR4 -~ El grupo
WT alimentado con DG uvo un increments de peso corporal significativamente mayor
(43.5 = 2.3 o) que el grupe DC (34 = 1O g). Por el contrano, este aumento én el peso
corporal no se observo en ratones TLR4 -~ alimentados con DG (33,7 £ 2,9 g). De manera
interesante, el aumento de peso debido a DG en ratones WT se redujo significativamente
por la infeccidn con el pardsito (1+Ddd) (324 = 3.7 gh (Fig. 2A). A continuacion. se
analizaron los niveles de glucosa ¥ de insulina plasméticas en todos los grupos hasta 24
semanas, Fl indice de HOMA-IR, una medida de o resistencia a la insuling, s muestra en
la fipura 2B. Este pardmetro fie significativamente mavor en el grupo DG WT que en el
erupo de DC WT (aprocjiamadamente 4 veces mas) ¥ se maniuve elevado hasta las 24
semanas, En el grupo [+DG WT, este indice se incrementd iempranamente (4 semanas)
pero al final del estudio (24 semanas), se redujo en comparacion con el grupo de ratones
WT alimenrades con DG, El analisis en ratones TLRA</- reveld un aumento de HOMA-IR
en el grupo DG solamente o las 12 semanas pero a las 24 semanas los valores fueron
similares en todos los grupes TLR4--, La concentracion de triglicérides plasmaticos en el
grupe DG WT fue mavor que en los otros 3 grupos WT (I+HDG, 1+DC v DC) a las 4
semanas, Mds tarde, a las 24 semanas el nivel de wiglicéridos se incrementd en todos los
egrupos frenfe al DT WT. En contraste, ne hubo cambios significativos en los niveles de
triglicéridos en todo el estudio comparande los diferentes grupes TLR4-/- (Fig, 2C). Por
ofra parte, la concentracion mds alta de colesterol se enconted en el prupo DG WT
respecto de los otros 3 grupos. en todos tiempos ensavados (Fig. 2D). En contraste, al
comparar los grupos TLR4-/-, se observd que solamente el grupo [+DG presentd elevados

niveles de colesterol a las 24 semianas en comparacion con DG (Fig. 2D,
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Figurn}. Camhbios metabalicos asociados al sobrepeso indocido por fa DG v a b infeecidn con T crezd,
Le mibfieran los parknseives metabdlicos desgpiads de 12 hde ayuno en plasma de ratones de ambas copes WT y
TLRA=~enire los grupos: O, BGLHDE e 14DG a los 4. 12 v 24 semamas. incluyende: (A) EF pese corporal
Eow 1503 s D a las 4 v 24 semanas en WT **0C ve +DC a los 12 y 24 semanas de WT y *** DG ovs
405 o las 24 semanns en ol W (B) Los camblos en el plasma HOMA-TR en ratomes WT: ** DG vs DO &
las & semanas, ** | 00 va, 100 a las 4 semanas v DG vs DO g ks 24 semanas, * DG vs, DO a fas 12
semanaes; ios cambics en el plasmo HIO™AA-TR &n ratores TLRA- -2 ® [+ vs, [ a las 4 semanas. ** DG vs
[H, 100w [0 a las 13 demanss. (O Las concentracionss de trighiedsides plasmitices en grupos de
ratones WT: *** DO vs DC 2 las 4 semanes, ** (=00 va. [0 o las 4 semanzs. Los concentracienes de
colesternl (1) de plasma de matomes W2 #%% =00 vs, 1+ a las 4 sernanas: ®% DM vs, DO, [+D0C va, [+00G
a lns 12 semanms; *** DG vs D0 @ los 24 semanas, * 1D s DO a las 24 semanas y % 100 va [HDGa
los 24 semanas El anilisis en bos gropes TLRS < 0«2 ® 100 v =00y DG va 140G a Fas 24 semanos. En
iodas los tiempos estudiados se onalizaran 1) extones para cado grupo. Los dxios se muestran como media +
SEM de un ensave represenistivo de dnes experimentios mdeperdientes. Un valor de p <0003 fue considerado

significativo medianie el test Two-Way ANOVA

3. Perfil de proteinas v de lipoproteinas plasméiticas a 24 semanas

Con el objetive de evaluar pardmetros inflamatorios en la fase aguda de tratamiento
en los distintos grupos WT. se analizaron las proteinas de fase aguda. Su estudio individual
demostrd que los grupos DG, +0C ¢ [+DG presentaron un aumento de las fracciones ol
al v [ respecto al grupo DC, Los incrementos mas marcados se observaron en los grupos
+DC e 1+DG, siendo mds notorios en €l grupo 14DG  respecto a DG e [+DC. Asimismo,
en [+D0 s¢ pudo observar una disminucion de albimina respecto de los demds grupos. Este
resultado sugiere una fuerte reaccidn inflamatoria aguda sistémica en cste grupo de
animales (Fig. 3A). A fin de analizar Ia distribucion de lipoproteinas plasmaticas a 24
semanas de tratamiento en nuestra modelo, se realizd una electroforesis en gel de agarosa,
En el grupo de ratones TLR4--, el patron de lipoproteinas no se alterd con la dieta grasa
(D) ni la infeccidon asociada a esa dieta ([+D{G). mientras que un avmento de LDL ¥
VLDL fue observado en los ratones WT del grupo DG y paralelamente se observd un
descenso d¢ HDL (lipoproteina de alta densidad) en el grupo HDG (Fig. 3B). Este
resultado indica que ambos estimulos, la DO v la infeccadn parasitana empeoran el perfil

lipidico en plasma.

38



Resultados Capitulg |

A .
L1
BT B
1 b 101 gl I
I+ 1+
FT 3dgsE
ABsirrra I 1 g FT E3 44
B sirmra | 44 gral
| fi= &
B 1 wi TLES.-
= _—=uul]
| L
s N R I S I [ o Iniz [0 1 S
+

Figura 3. Distribucion plasmitica de proteinas v lipoproleinas en ratones WT v TLRA-- inducida por
la alleta w o/ o infeccldn con T cradd, (A) S observa gl perfil de Tas proteings de fase aguda, identificadas por
eleciroforesis de  protzinas totales en pcetnts de celulosa, coleracion con rojo Poncens v evaluacidn por
densitemetrin ¢ Método sutomatizoded o 4 semanzs de isatemicnte. Las proteinas iofules s2 cuantificaran segin
Biuret, (By 5¢ muestm el perfil de lipoprodeings plesm@icas seporadas por electroforesis en gel de apsrosa y
tincitn com Suddn Black 1V, con provio syvumo de 12 hs s las 29 semanas. Se moesira uno imagen

fepeesentativa de 3 corridas reallzadas con 3 animales por gropo,
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4. Lainfecciom con Tl cruzi reduce la esteatosis pero aumenta la inflamaciin

hepatica

Con ¢l tin de seguir caracterizando el modelo evaluamos [a histopatologie hepatica
por coloracion con H&E en cortes de tejido. Se observd que la ingesta de DG durante 24
semanas, trajo aparcjada la presencia de grasa ectdpica en forma de micro v macro
vesiculas lipidicas vy también focos inflamatorios, compatibles con  esteatohepatitis
solamente en los ratones W, Estos cambios morfologicos no se observaron en los ratones
alimentados con DC WT ni en los grupos TLR4-/-. Cabe destacar que en los grupos 1+DG
WT o TLEA -/-, no s¢ observaron depdsitos de graza ectopica (Fig. 4A). Estos resuliados se
asociaron con niveles altos de triglicéridos hepaticos v colesterol en &l grupo DG WT. Sin
embargo, con la infeccién los niveles de colesterol en el higado fueron clevados
independientemente de la dieta (Fig. 4B). Paralelaments, en los grupos TLR4-/- no se
hallaron cambios en estos pardmetros, Ademds. se encontraron aumentados los LIHs en
grupos infectados, yva sea WT 0 TLR4-/-. Esta observacion fue confirmada por el recuento
de: LIHs con la tincidn con el colorante Azul de tripin (Fig. 4C). Al evalvar el dafo
hepatico a través de la medicion de AST plasmitica a 4 v a 24 semanas (Fig, 4D) se
observaron valores incrementados de AST en wdos los grupos WT respecto del grupo DC.

Es de destacar que 1+DG WT presentd los mayores niveles a las 4 semanas (fase aguda de

la infeccidn).
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aimales WT 2 4 5 24 semanas,
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A. La dieta grasa y la infecciom con T, crugi incrementan la expresion de la
proteina ICAM-1 en fejido hepditico

Posterionmente, se analizd la expresion de ICAM-1 debido a que es una molécula de
adhesion intercelular expresads basalmente en las membranas de levcocitos v eélulas
endoteliales. ICAM-1 puede ser inducida por interlewcina-1 ([L1) v TMFua. ICAM-1 es un
ligando para LEA-] (integrina), presente en los leucocitos. Estas cflulas cuando se activan
se unen a las células endoteliales o rravés de ICAM-1 7 LEA-] v migran & los tejidos. Como
podemos ver en la figurs 5 tanto la DG, como la infeccion v de forma mas marcada
conjuntamente la DG con la infeccion parasitaria presentaron elevada expresion de [CAM-

| en tejido hepatico.,

Figura 5. Expresion de ICAM-1 en
tejide  hepdticn. Inmunohistoquimicn  de
corted de kigado incluides en parafine
ulllizapd  ambcwerpos  especifloos  antl-
ICAM-I de ratbn en muestras oblenbdas a
lay 24 sewanng. Se moestan dos campos
represeniatives o distinie aumento, realizado

comt 3 ammides por prupir experimental,
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#. La imfeccion parasitaria potencia el desarrolle de perfil inflamatorio de
macrifagos M1 e incrementa la expresion del receptor CD36 en macrifagos
hepiticos

Es ampliamente conocido que las células F4/B0 juegan un papel eritico en la
inflamacion  del higade durante la esteatohepatitis. En nuestro modelo de EHNA
encontramos un aumento en ¢l numero de células F4/807 en todos los grupos WT vs. DC
WT a las 24 semanas. Por ¢l contrario, no hubo cambios en ¢l nimero de macrdfagos
hepdticos en el grupo DG TLR4-/-, Sin embargo, la infeccion de las cepas tanto WT como
TLR4-- aumentd el nimere de células F4/B0" infiltrantes en higade (Fig. 6A). En
concordancia con estos resultades. se observd un aumento significative del porcentaje v
nimern absoluto de células F4AROCD206'CDGE"™ (M1} El ndmero absoluto de eélulas
F4/R0TTD206 CDA8 (M2) fue bajo ¥ similar entre los diferentes grupos WT, mientras que
su porcentaje disminuvd en todos los grupos vs. DO WT. Por el contrario, ratones DG
TLR4-/- no> mostraron diferencias en el numere de células M1 vs grupe DC TLR4-- (Fig.
6B). A su vez. también estudiamos el fenotipo de la poblacidn F4/80" en bazo como reflejo
de lo que sucede a nivel sistémico en noestro modelo de EMNA en animales WT
observando resultados similares a los encontrados en higado de animales WT (Fig. 6C). En
adicion, macrifagos esplénicos de los grupos tratados presentaron mayores niveles de
produccion de la citoquina pro-inflamatoria 1L12, siendo el més alto el grupo [+DG (Fig.
6D). Con el fin de obtener una mejor caracterizacion de la poblacion de macrifagos,
trmbién incluimos en el estudic en ratones WT el marcador CD1 1l para discriminar las
células FABOCD206CDI 1™ (ML) v FAB0DCD206 CD1 1™ (M2) obteniendo resultados
semejantes a los descriplos anteriormente en higado (Fig. 6 E-F). En este sentido, se
chservd una alta frecuencia de células FAR0CDI 1 TNFa™ en todos los grupos WT vs.
DC WT (Fig. 6F). Ademas, se observd un aumento en la expresion del RS CD36 en células
F4/B0" infiltrantes de todos los prupos WT vs, DC siendo los valores mds altos obtenidos en
los grupos infectados {[+00G e =DC). Los grupos TLR4-- infectados (I+DC o 1+DG)
mostraren un pequefio aumento de la expresion CO36 en células F4/80°, v no se hallaron
cambios entre DG vs, DC TLR4-/- (Fig. 6F). De manera interesante, tambidn se demostrd

un aumento significativo de células F4/80" productoras de las quimiocinas CCLI/MIP-1a y
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CCLYMCP-1 s6lo en la cepa WT alimentados con DG ademas de un incremento de
F4/80°CCL2" en grupo [+DG WT en higado (Fig. 6).
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7. La infeceidn con T, crugd exacerba la respuesta local de células T inducida por
la dieta grasa

Considerando los antecedentes previos gue cilan a los linfocitos T como principales
actores en el desarrollo de EHNA, principalmente el fenotipo Thl ¥ CDE. v a su vez son
células claves para la respuesta contra el pardsito T, crusi, se propuso evaluar en nuestro
modelo comoe se hallaba esta poblacidn celular de linfocitos, El andlisis de LIH de animales
WT a las 24 semanas mostrd un elevado nimero de linfocitos T CD3" en wodos los grupos
vs. DC. siendo 1os valores mas altos en el grupo DG (Fig. TA) Ademds. un aumento de
la proporcion de célulass CDE'/CD4” se encontrd en el grupo DG, Un aumento mds
marcado en ambas sub-poblaciones CD8" v CDM” se observis en los grupos infectados (Fig.
7B). Para caracterizar mejor el subtipo de células T cooperadoras se analizé la produccidn
de las citoquinas caracteristicas de cada perfil INFy/TNFa e IL-17 (Thl y Thl?
respectivamente) o IL10 {fenotipo ThZ) en la figura TC-E. Se observd un elevado ndmero
de células T CD4” productoras de [FNy en todos los grupos experimentales vs. DC WT
como ko muestra la figura 7C. En forma inesperada. los resultados revelaron un fuerte
incremento en la produccion de TNFe e ILIT por parte de células T solamente en el grupo
DG WT (Fig. 7C-D). Ademis, las células TCD4™ IL107 aumentaron significativamente én
el grupo de DG WT vs, DC (Fig. TE). En este sentido también se analizaron las citoquinas
pro-inflamatorias INFy/TNFe producidas por los LT CDR (Fig. TF-G). obteniéndose los
mismos resultados que en las células T CD47. Finalmente, se observd un mayor porcentaje
de células T CDE’ citotdxicas que expresan ¢l marcador de activacion CDI07 en todos los
erupos WT vi, DC siendo mas pronunciado en los grupos infectados (Fig. TH) v la tincidn
intracelular para TFNy v THFo en dichas células se muestra en la figura 71 De manera
sorprendente, el grupo DO mostrd un ineremento signiticative séle en el ndmero de oélulas
dobles positivas TNFa™ e IFNy'. mientras que los grupos infectados. a demas de este
incremento en células productoras de ambas citoguinas, mostraren un aumento en ¢l

nimero de células simples positivas para [FNy".

47



% Cdlalas TCDE" preductoras de IL1T
(=] [ 51] - -]

1%
"%:*ﬂ :
i

% Colulas TCO4" productoras de L0
= = = 7
L] L= [=] ]

ey

£ & 4
o

e

o

=

% CHoguinme produci das por chlales T S04°

N
i il dSh ot

el

By
oy

W Eveinas

=

I s

= -4 g

4 & “i

aipte
ofitly
-

- ikl-

EX o
- *l

o |

|

Cébslan LA IHIgadEs (k18§

L B o -
1 1 2 I

=
=

F
"’b-ii
EY ol oo §

#

b .-‘...H:p

? !
&

Cehilas T Mgado [x10M)

- = " 4=
i H

‘:P‘ .
¥
[y -

B
o I
I -
L E——

E=

HNIaE sopel|say



%% Codulas T CO4" productoras do IL1T7
- 2 I »

%.*
¥ 1
¥

b
%,
5

B Célitas T OCOW™ praductoras de IL10

o o - =i
" i T )

% | -*.ﬁt' =
|

=2

T Cifoapu i produoc idas por cebulas T CO4"
-

ok |

oany
i1 o

1
i

Ana
i

T

s} ;.L. # F
% l.+F'j
" | o of
Wl g
%-l#i .
4 ] m-l
% pite o 3
- iy

b
Cilaas G0 THigado (£13%)

| S N N, S N |

L

.
L ﬁﬁm oa
- -
i'-llJ-FF'll 4

Cilules T iHigede (10"

- e
A i

BILEQD

(i)
-
FILEJT 3

J

]U




-

% Célulss T COA'COIOT Migade % Célulis T COE' producioras THFu = W T L s e
T & k3 o % & —t ¥
% 4 Hq- "’c..& % =|-k|
o LN B
kY o |-+n} ol |* % '-'E’.. y - -|-+:|. > 3
%, H % 1k M a ¥
TPz Fiey
: : 2| 2 TR
[ i B




Resultados Capitula |

gm _
8 13
2 o ¥
66 ---qgﬂl %‘r ? & v
: |3 .
§u.?..???r....
i SEFLELFFEEL S

— TR

I e ThEFA - IFMe-THFm® IF Pt TP g &

Figura 7, Lo respuesia local de células T inducida por DM o5 exacerbada por la infecciin con
Tzl LIHs de bos diferenies grupos de mtones W se oblyvieron o las 24 semaras v 52 MAMCRron con
antbowerpos andl-C03, angi=-C04, ani-C08, anbi=THFe, ani@-IFMNy, aob-1L17, ami-IL 10, snti-CCL2, ang-
CCL3 v anti -CDI0T v se analizaron por citometria de fluio. (A) 5¢ indica 2l mimere absoluto de LT CDI7
(B) de CD3CHE v CI3TCDE en LIHs (C) Se muesira un histogmma representative mediame tincion
inimaeelulor v el porcendaje de cflulas T CD4° infilirnmies de higedo producioras de THFo e 1PN (1)
Porcentaie de células T CD4" productoras de IL17 w Ej ILHL (F) Se indica un dot plot represeitativo de cada
grupe quz muesim LT CDE productesss de (FNy v (G productores de THFe, (HY Se muesisan los
parcentajes de oélulns T CHA° CN0Ta activadas v en (1) se muesiea la predeccidn de citoquinas ( TMFo e
[FMy) pier bas células civotoniens. Los dawos se muesiran como medla £ SEM de mids de 5 ratones poe gripo de

R eXperimeno represemativa de ires realizados,
8. Poblaciin de células T en higado de animales TLR4-/- a4 24 semanas

De acuerdo a lo esperado, no se encontraron diferencias entre los grupos DC v DG en
¢l subtipo de células T hepaticas de animales deficientes en ¢l receptor TLR4 (Fig. 8 A),
tampoco en Ia produccion de citoquinas intracelulares (Fig, 8B), mientras que la infeceidn
incrementd el nimero absoluto de LT y la produceion de ciloquinas pro-inflamatonas en
esta cepa de raton (Fig. 8C-D). A su vez, no se detectaron diferencias significativas en la

produccion de 1L10 por parte de LT CD4 comparando los 4 grupos TLR4-/- (Fig. 8E).
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% Produccion de guimiocinas por parte de linfocites T intra-hepditicos de
animales WT v TLE4-/-

Con el objetivo de analizar la produccion de quimiocinas por parte de bos linfocitos T
en nuestro modelo, se analizd la produccion de CCL2 v CCL3, dos imponantes moléculas
para el reclutamiento v Ia activacidn de los monocitos/macrifagos ¥ polimorfonucleares
respectivamente. Las figums Fig. 9 A-B muestran un aumento significativo de células T
productoras de CCL2 v CCL3 s6lo en grupo DG WT. sugiriende un papel clave del

recepter TLE4 en el reclutamiento de leusocitos a través de estas quimiocinas.
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Figurn 9, Lus quimiccinas CCL2 v OCL} son indecidas por In dicta grosa en animales WT, Los
porceniajes de célelas T T3 productoras de CCL2 v CCLS enoel higode se muoestron mediante tincion
irtracelular {A=B1. LI1Hs de todas los [l alEERETE cultivaron en prsencia de PMA méds londmicing ¥ MGNENSIniE
duramte 3 h y s marcaron con los anticoerpos correspondicnies. Los dotes se muestran como media £ SEM de

mas de 5 rabomes por grupe de un experimento nepresentativie de tres nealizades,

1 El reclutamiento de linfocitos B, células dendriticas v NK en el higado es

inducida por DNG en animales WT v s¢ ve exacerbada por la infeccion parasitaria

Con el fin de evalusr otras peblaciones lewcocitarias gue sufren cambios en distintos
modelos de EHMA repomades ¥ son imporantes en la respuesta contra el T, eruzi, se

observd en nuestre modelo un incremenio en ¢l ndmeno de células T (edlulas B
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NKL1" (NK), CD11c"™™"CDEE", {CDs maduras) en el higado de los ratones alimentados
con DG vs, C WT (Fig. 10A-I. Estos efectos fueron més pronunciados en los ratones
infectados (I+DC e DG WTL Por otro lado, las células NKI.1'CD3™ (NKT) se
incrementaron  solamente en los grupos infectados WT. Ademas, las células NK
productoras de IFNy mostraron un fenotipo activade CDI107" en todos los grupos
experimentales WT vs. DT (Fig. 10E). En este sentide, en ratones DG TLR4-/- no se
observaron diferencias entre los grupos (Fig 10F), lo que demuestra el papel clave de TLRA
en este modelo esteatohepatitis. Sin embargo, los grupos infectados TLRA-/. mostraron un

aumento en ¢l ndmero de células B, NK v NKT respecto sus controles,
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Figura 10. El reclutamienty de linfocitos B, células dendriticas v células NK en el higndo WT es
inducide par la dieta grasa 5 aumentado por la infescidn parasitario. LIHs de diferentes grupes de
mwoaes fueron efildas con antdcuerpos ant-C9. and=-CD0 le, anti-CDE6, ant-C13, anti-ME 1.1, anti-
CORIOT % arti-IFNy. (A) Se indican bas eifros absoluzs de cilulas CDIY, (B el ndmero absolute de CD11'™
¥ {CYyCh= gl exprean la mialéculn eo-extimubadorn CTHEG, (D) el riemens abzoluto de células NEK v MET,
(E} S muesstran el porcentipe de células C0RE NEL DO presluctorss de IFNy. LIHs de todos - los
grupos se culiivieran en presemci e PMA mils ionomicing ¥ monensing dursnie 3 h oy ose tifieron con
anticuerpes correspondientes. (F Combios en ¢l nkmero absalute de of|ulas B, CDa. MK v NKT en lo cepa
TLRA--, Los dates se muestiean como media £ SEM de mis de 4 ratones por grupo de un experinsento

represemmivo de res eealizados con b cepa W v de dos realizodos con la cepa TLES -,

11. Estudio de células de la inmunidad adaptativa en bazo

Como reflejo a nivel sistémico, se propuso estudiar en el bazo las poblaciones que
comandan la respuesta inmune adaptativa de los animales tratados. En la figura 11A vemos
que hay un ncremento significativo de células T respecto al grupo DC. Sin embargoe este
aumento no alterd la relacion CDA/CDM., Al evaluar la produccicn de IFMy por las ¢élulas T
de bazo (Fig. 11B) podemos observar que a nivel de oélulas CD47 ¢l estimulo dado por la
infeccion coma asi también el deshalance en el metabolismo de lipidos v desarrollo de
DAMP: genera un sumento significativo sdlo en el grupo [+DG. mientras que para las
células CIE" hay un aumento de la misma en todos los grupos siemdo significativo el
estimule de la DG, También evaluamos come se encuentran las CDs (Fig. 11C) v los LB
(Fig. 11D} en nuestro modelo en bazo. Pudimos observar al igual que en higado un

incremento en el nimero absoluto de ambas poblaciones en los grupos tratados.
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Flaura 11, Poblaclones de LT, Cs v LB esplénieas en animales WT trafados a las 34 semamas. 5¢
purificaron leucociios de bazo de pedos los gngpos d¢ miores W, se los marct con bos reapectivos
prbcucrped v luego se lés ensarcd cilometda de flupe. (A Momero abselut de células D5 w de LT
CEd OO B Produccidn de 1Fisy por LT 04 v CO8 asplémcos. Parn 2lbs, lescocites de baen punficados
fizzrom estimulados wm vigra con PMA v lopomicina | b mais 4 hs con Monensin, luggo s los mared con los
anbicuerpes corresporslienies v les ensavd cllomerd de ujo. (€ Mimero shsoluio de célules OO Ichi® v
de (D LB con ¢ morcador de poblocidn CDIY. Se muesira o esidistics mediance el st One-Way Anava y

uit dat plot represemativo de 2 expertmenos cnsay ados

12. La cascada de citoquoinas inflamatorias a nivel sistémico es altamente

dependiente de la sefalizacion mediada por TLR4

La acumulacidn de lipidos. su posterior lipotoxicidad v la infeccidn parasitaria
gatillan vias de sefalizacion intracelular que conducen a la produccidn de citoguinas pro-
inflamatorias v quimiocinas. En ¢l modelo de steatohepatitis aqui descripto, se detectaron
altos niveles de citoguinas inflamatorias en plasma, tales como L6, IL17, TFNy, IL12 v la
guimiocing CCL2 en todos los grupos experimentales WT wvs DC a las 24 semanas;
observindose los niveles mds altos de [IL6 ¢ [FMy en [+D4G vs DG (alrededor de 100 veces
mayar) (Fig. 12A v C). Ademas, la citoquing anti-inflamatoria [L10 selamente se detectd
en ¢f ptasma del grupo DG WT (Fig. 12E). resultado coincidente con lo que sucede a nivel
local en higado. Como era de esperar, los concentraciones de citoquinas inflamatorias
fueron muy bajas en el plasme de ratones TLR4-- infectados en comparacion con sus
respectivos controles WT (Fig. 12B ¥ D) Bel misme modo, el grupo DG TLE4-/- po
mostrd diferencias en comparacion con el grupo DC TLR4-/-
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Figura 12, La casgada de eftequings Inflamatorias sistémicas es
altaments depencients de la sefinlizacién de TLLR4 ¥ es exacerbada
par In infecciom con T, cruzic (A-DD) La [!-ﬂ'ﬂ.llh:cil.'lr!- de -d‘.'ill!tquiﬂu:i 2
cuantifict por ELISA en plasma obtenldo a les 24 semasas, (C vy D
muesinan un resumen de fos prifioes de citoguinas mosrodos en A v Bl
(C) WT COLY: **D0 vs, DO, *HDC ve D [LG: * DG ve, DO, * -0
v [, "G ve, HDG y 0 HDC ve [-DG [ENy: DG ova D
0 v DO, * 00 s, DOy *1HDC el 14D LT Y DG va, DO
BRI v [, 400G ve 14Dy ¥4 W v, [ DG E " EIHG va
DG, *¥ =00 ve 1+00C, (0) TLRA DU *1D0 w3 DO 1FMy: *1+D4G
ve, DG JLIT; **=DC vs, DOy *** 400 va DG ILTE *HDC vs, TIC,
lodos lus deios se muestron come media £ SEM. S usaron enire seis »
oche FMAEs por grapa v se muesitan los nesuliades de oun experiments
representslive de dos realizades, Un walar de p <005 fue considenida
signilicutivo medianie el wso del resd Ope-Way AROYVA
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13. Cinética de la produccion sistemica de la citoquina IL6 en la steatohepatitis

experimental v este desorden metabilico asociada a la infeccién parasitaria

Debido a que la IL% es una citoquina secretada por los macrdfagos v células T, dos
poblaciones altamente implicadas en ambas patologias, ademds de ser producida por células
endoteliales v fibroblastos; v dado a que su hiberacion esta inducida por la IL1J v se
incrementa en respuesta a TNFa, nos propusimos medir su concentracidn plasmatica en los
distinos grupos experimentales a distintes tGempos. Como ¢ puede observar en la sipulente
figura a 12 ¥ 24 semanas de tratamiento todos los grupos experimentales tienen mayores y
significativos valores plasmdticos de IL6 vs. su respectivo control, siendo el grupo [+DG el

que mavores niveles presenta a 24 semanas.
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Frgura 15, Miveles de 116 a 24 semanas post-fratamisnte es exacerbada por |2 infeccidn parasitaria, Los
niveles plasmaticos de L6 de animales WT: DO, [, 1+0300 o 400G se cuamificaron por ELISA alas 40 12 v
24 semanps. 12 semonas #0100 v DO, *0DG vs, TR, 24 semnas: ***1+00 va, DO **I+000 ve, =00
D wse [RD, SDRG ows, D Todos Bos dabos s muestrun como media & 5EM v s wiilied T
W AMOWVA fedd. Se usaron enfre whid v ochae mbones por gripo v se meestran 08 resuliados de an

expermento represeniaiye de dos realizades,
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4. La infeccion parasitaria exacerba la produccion de especies reactivas de
oxigeno ¥ peroxinitritos por leucocitos inflamatorios intra-hepdticos inducidos por la
dieta grasa

Teniendo en cuenta ¢l papel de los macrofagos v los linfocitos T como células pivas
en el desarrolio de la esteatohepatitis v a su vez, en la enfermedad provocada por T crnzi,
se evalud la produccidn de ERO por parte de LIH F4/80" v Grl’" comparando las sefiales
Ausrescentes que emite la sonda H;DCFDA mediante citometria de flujo, con el propdsito
de analizar los mecanismos microbicidas wtilizados por dichas ¢élulas, Los resultados
reflejan una mayor produccion ERO en leucocitos de los diferentes grupos comparados con
el grupo DC WT. estimuladas o no con PMA, va que es conocido que la estimulacion
previa con PMA amplifica este efecto (Fig. 14A). Ademds, teniendo en cuenta que las ERO
pueden ser producidas por diferentes vias, pero que én leucocitos la principal fuente es el
complejo multi-enzimitico NADPH oxidasa, se analizd por microscopia confocal la
expresion de pd7™™" citoplasmitica, una de las subunidades del complejo de la NADPH
oxidasa (Fig. 14B). donde se puede cbservar un aumento de p47M e los grupos tratados
v, DO WT, Ademds, se demostro una alta expresiin de nitracidn de residuos tirosina en la
superficie de las células T por inmunofluorescencia (Fig. 14C). Es de destacar que Ia marca
fue mds prominente en leucocitos del grupo 1+DG WT; lo que sugiere que los
peroxinitritos. causantes de dicha nitracidn. también podrian contribuir a la lesion hepditica
ademds de las ERO (Fig. 14D). De manera interesante, estos resultados se asociaron con
una alta expresion de Fasl en linfocites CD3 intra-hepdticos de todos los grupos
experimentales comparados con ¢l grupo DC (Fig. 14E). posiblemente revelando una

mayor apoptosis de células hepaticas que estarian expresando FAS.



Resudtados Caplfula |

L B TS DT TR G Pt

LT

)
* L
L

O R Rl DA

=}

=l

bl



E

Figura 14 Lewcocitas imflamatorins intra-hepaticos indocidos por In digtn prasa prodocen especies

reactivas del oxlgens v peroxiniiritos, merabolitos que se exacerban por {s infeccitn con T, orwzl (A

i T IV
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15 La dieta media en grasas condouce @ una mayoer carga de parasitaria en

higada

Drebide o la fuerte respuesta inflamatoria o nivel local v sistémica que enconframos en
el prupo I+DG. se investigd si la parasitemia v'o cargs pamsilaria hepdtica  son
influenciadas por el tipo de dieta. La parasiternia fue detectada hasta el dia 38 después de la
infeccion, v fue mavor en el grupo 1+-DG gque en HDC (Fig. 13A). Teniendo en cuenta que
la parasitemia resultd indetectable en la fase crdnica, se realizd un g-PCR, pudiendo
observar un aumento significativo en la carga hepdtica de ADN de T cruzd en los animales
I=DG ws. 1+DC (Fig. 15B). Estas observaciones revelaron que la dieta es un factor clave en

la carga parasitaria v lesion hepitica,
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Fizura |15, (A} Lo pamsitemio fixe menioresdes comande ¢ nomers de ripomasigees vighlas en sangre
recobeciada del seno retro=erbinl fuege di la liss de ghdbales nojos con biilter clorum de amomio %a BT en
ciimara de rewbauer en amimales W del grupe 1+DC ¢ [+0G, Los dates feeron amalizedes empleands Two-
Way pnova kest, (1) Evaluscidn cuantitativa de la corgn pasasitaria poe g-PCR en el higado de grupos
infectndes La cuantificacion de parsies en 200 ng de ADN de repdo hepdibeos se levd a eabay msadiane la
armplificocidn de una secuencia de satélite del T, cruzi; TCZ o lag 24 sermunas e trstomiento. La cargs
reluriva de parisives | higode se normalizd ¢orm el contral de endiéypeno eEFZ, Dos muestras positivas, dos
Mmiuesiras pegaiivas v oumnd mogsiea sin ADW se incluveron en codo g-PCR. Todes los dates se muestran como
mudba = SEM de cuatrs falanes por grupo de un espesiments pepresentative de dos realizades. Una p <0.03

fiae considerndo significativo unlizando Telest
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16. Estudio de células supresoras mieloides intra-hepdticas inducidas por la
dieta v el efecto de Ia infeccion en esta pohlacidn celular

Mumerosas evidencias demuestran  gue esta poblacion de células  inmaduras
denominadas C5Ms se incrementan en la inflamacion inducida por la obesidad como un
mecknismo para contrarmestarla v mantener la homeosasis inmune v metabdlica (146).
También se han identificade en enfermedades infecciosas como la infeceidn con T orusi
|69, 70]. Teniendo en cuenta lo expresado con anterioridad, se decidid investigar el
comportamiento de esta poblacidn celular en nuestro modelo, logrando demostrar un
incremento significativo de células CDI1EGrl” en higado de ratones infectados como asi
también en el grupo DG WT, a las 24 semanas (Fig. 16A) El amilisis de las sub-
poblaciones de C5Ms reveld un aumento en el nomere absoluto a expensas de la sub-
poblacion Granulocitica (Gra) del grupe DG WT principalmente (Fig. 16B) mieniras que
en los grupos infectados la sub-poblacion Gra también incremento su nomero de manera
significativa respecio a sus controles. En este sentido, nos propusimos analizar en higado de
animales TLR4-~ como se encontraba esta poblacidn reguladora de la respuesta inmune en
los grupos tratados (Fig. 16C) ¢specialmente debido a que no encontrabamos desammollo de
EHNA en el grupo DG ¥ a su vez. porque los grupos infectados exhiblan una menor
sobrevida comparado a los animales WT (Fig. 16D). Tal come pensdbamos, dade a que no
hay una alteracidn metabdlica en higado de animales del grupo DG TLR4-~ no se observi
un incremento en la poblacion de CSMs. Si bien los grupos infectados presentaron un
ingremento de las mismas, €ste fue debido a la poblacidn Mo v no a la Gra, 1o cual podria
estar influyendo en parte a la mener sobrevida presentada por la cepa TLR4-/-. Por otro
lado analizamos la capacidad supresora de la proliferacion de linfocitos para asegurarmos de

que esta poblacion caracterizada sea Lo CSMs (Fig. 15E).
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Figura Th. Andlisis e oy C5%05 v sus sub-poblaciones en higado de ratomes WT ¥ TLRE4&S LIHs fuemon
|1l.II'i|Iii:i.I.|JI:lh de ambas cepas a las 24 semanes past-irtamicnia con sus contredes, s marcaron con anti-Lssi-
PE. anti= LydlFITE, anti=CO 1 1h-APC v anti=Grl <PE, lueze g2 analizaron mediante citomeirio de ojo. (A
Slusstrn ol almeny sbsolute de 585 ea higade W (B) S idermificaron las sub-pobocienes de CS%(s en
higado WT. Lo poblocidn Gro CS%1 s identifbed comg OO LB Lol Lyl low §0im) (barras neeras) v Ml
CSM como COTIR LysGLysd™ (Mol (barras blancasy (C) Se observa en 4 cepa TLRA=. ¢l nimero
ghsolmo de CShs v el de ose sub-poblaciones en odas los griopos experdmeniales, (D) %e muestra el
purceniaje de sabrevida comparando ambas cepay el gropo D0 (E)] Para ol ensayo de dupresiiin de oflulas
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CONCLUSIONES CAPITULO I

La infeccion cronica con T. cruzi produce una reduccion del peso corporal, mejora
la sensibilidad a la insulina pero aumenta la concentracion de triglicéridos y
colesterol en plasma.

En la esteatohepatitis inducida por la dieta (DG WT) a las 24 semanas se genera un
aumento de LDL y VLDL mientras que en ratones TLR4-/- el patron de
lipoproteinas no se ve alterado con la dieta grasa sugiriendo un papel central de
TLR4 en la patogénesis de este desorden.

La infeccion con 7. cruzi reduce la esteatosis pero aumenta la inflamacion hepatica
La DG y la infeccion con 7. cruzi incrementan la expresion de la proteina ICAM-1
en tejido hepatico y juntas poseen un efecto sinérgico.

La infeccion con el parasito favorece el desarrollo de perfil inflamatorio de
macrofagos M1 y la expresion del RS CD36 en macrofagos de higado.

La infeccidn con T. cruzi exacerba la respuesta local de células T inducida por la
DG en animales WT.

El reclutamiento de los linfocitos B, células NK y CDs en el higado de la cepa WT
es inducida por DG y se agrava por la infeccion parasitaria.

La cascada de citoquinas inflamatorias a nivel sistémico es altamente dependiente
de TLR4 e inducida por la DG y mds aun, la infeccion parasitaria potencia la
presencia de citoquinas plasmaticas en comparacion a su control sin infectar.

La infeccion con el parasito exacerba la produccion de ERO y peroxinitritos en
leucocitos inflamatorios hepéticos del grupo DG.

Las CSMs, principalmente la sub-poblacién granulocitica, proveen un mecanismo
natural para limitar la respuesta de células T provocada por el consumo de DG
(higado WT). la cual esta incrementada con la infeccion parasitaria (WT y TLR4-/-)

La alimentacion con una DG lleva a una mayor carga parasitaria en higado.
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DISCUSION CAPITULO 1

Se conoce ampliamente que la IR coexiste cominmente con la obesidad, la
hipertension, la hiperglucemia y la dislipemia. la cual implica triglicéridos elevados.
particulas de lipoproteinas de baja densidad pequefias y densas, y la disminucion de los
niveles de colesterol HDL. Sin embargo, la relacion entre la IR, la obesidad y los factores
de la dieta son complejos y controvertidos. Los niveles elevados de insulina y glucosa en
plasma debido a la IR son los principales componentes del sindrome metaboélico [35]. Los
resultados encontrados en este trabajo demuestran que una dieta media en grasas por si sola
induce un aumento de peso e IR. De este modo, se detectaron los valores mas altos de
HOMA-IR en el grupo DG a las 4 semanas y se mantuvieron elevados hasta las 24
semanas. Como resultado de la IR, generada en animales con DG, también se detectd un
aumento de los triglicéridos, colesterol total y de LDL en plasma. Se demostrd que la
citoquina pro-inflamatoria TNFa puede estimular la secrecion hepética de lipidos y
aumentar los niveles de triglicéridos en plasma [36]. Ademds, TNFa posee alta actividad
lipolitica en los adipocitos [37.38]. Curiosamente. el 7. cruzi puede persistir en el tejido
adiposo de seres humanos y ratones y convertirlo en un reservorio de la infeccién [39]. Los
resultados obtenidos en este trabajo demuestran claramente que la infeccion con 7. cruzi
induce marcados cambios metabdlicos, mejora la IR con reduccion de HOMA-IR vy
disminuye el acumulo de triglicéridos hepaticos a las 24 semanas (infeccion cronica). En
concordancia con estos resultados. recientemente el grupo de Tanowitz describio que la
infeccion con el 7. cruzi cepa Brasil indujo cambios en la homeostasis de la glucosa,
inflamacion de pancreas y parasitismo en células B pancredticas [40]. pero el efecto de la
cepa Tulahuen en el pancreas no se conoce todavia. Otra explicacion seria que el pardsito
podria requerir de lipoproteinas del huésped con el fin de multiplicarse en el interior de las
células [41]. Ademas, enzimas del parasito que metabolizan los lipidos, podrian estar
involucradas en la invasion, establecimiento y exacerbacion de la infeccion [42]. Cabe
destacar que el higado es un depdsito prominente de pardsitos en la fase cronica, como
vimos en la figura 15 por presentar carga parasitaria a las 24 semanas después de la
infeccion, siendo clave el tipo de dieta suministrada. Varias observaciones sugieren que el
T. cruzi toma ventaja del metabolismo de la célula huésped favoreciendo la oxidacién de

acidos grasos sobre la oxidacion de la glucosa [11]. Ensayos in vitro suplementando medio
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de cultivo con dcidos grasos, presentaron una mayor tasa de proliferacion del parasito en
comparacion con medio solo. Ademads, la evidencia muestra que la proteémica del 7. cruzi
regula positivamente la capacidad de absorcion de dcidos grasos y la oxidacion, lo que
sugiere un acoplamiento del crecimiento del parésito con el metabolismo de acidos grasos
en el huésped [140]. En coincidencia con estos hallazgos, la infeccion con el parasito redujo
el peso corporal (I+DG) de modo similar a resultados obtenidos por otros investigadores
[31]. Ademas, se detectaron menores niveles de triglicéridos en sangre a las 4 semanas en
el grupo infectado vs. DG. De manera sorprendente. la infeccion o DG o la combinacion de
ambas variables (I+DG) incrementaron la concentracion de colesterol hepdtico y
plasmatico. Esta demostrado que la infeccion por 7. cruzi induce cambios en la homeostasis
intracelular del colesterol, con depodsito de LDL y colesterol total en los tejidos tanto
durante la infeccion aguda y cronica [43]. También se ha demostrado que este parasito

puede utilizar el receptor de LDL para invadir células [44].

Como era de esperar teniendo en cuenta la bibliografia reciente, el grupo DG TLR4-/-
no mostré6 cambios en el peso corporal y tampoco alteraciones metabdlicas notables en
comparacion con el grupo DG WT vs su DC [26,45]. Cabe destacar que la infeccion
aumento los niveles de colesterol en plasma de animales DG TLR4-/- a tiempos tardios

posiblemente por su participacion en el metabolismo del colesterol.

Ademas, nuestros resultados son consistentes en demostrar que la combinacion de T
cruzi con DG indujo mayor inflamacion hepatica en ratones WT que en los TLR4-/-. Los
niveles bajos de citoquinas sistémicas con reduccion del numero de LIHs en los grupos
TLR4-/- sustentan la afirmacion previa. Por el contrario, las citoquinas pro-inflamatorias
perturban la accion normal de la insulina en el tejido adiposo y muscular, lo cual podria ser

un factor importante en la causa de la IR.

Altos niveles circulantes de citoquinas pro-inflamatorias en ratones DG WT asi como
en sujetos obesos [51], pueden contribuir a la IR y al bajo grado de inflamacion sistémica.
Por otra parte, las citoquinas TNFa, IL6 y [FNy se ven aumentadas por la infeccién jugando
un papel importante en el control de la replicacion del parasito [52]. Estas citoquinas
también se han asociado con la progresion del dafio hepatico [18] y cardiaco [53]. En los

grupos TLR4-/-, en el presente modelo de esteatohepatitis solamente la combinacion de la
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DG con la infeccion favorecié la produccion de citoquinas inflamatorias. Mientras que, el
papel de la IL6 en la esteatohepatitis es controvertido ya que se postula que es un factor
clave en la progresion de esta enfermedad y el desarrollo de IR [54]. otros investigadores
asumen que la IL6 limitaria la endotoxemia y la obesidad asociada a IR [55]. Segiin los
resultados de esta tesis, postulamos que niveles moderados de [L6 podrian limitar la

progresion de la IR.

Los resultados hallados en el desarrollo de esta tesis demuestran un infiltrado de
células F4/80° M1 en el higado del grupo DG sélo en los ratones WT sugiriendo que la
polarizacion inflamatoria de macrofagos es dependiente de la sefnalizacion de TLR4 del
mismo modo que en otros modelos de esteatosis [96]. De manera sorprendente, la infeccion
parasitaria acentud notablemente este fenotipo M1 en las dos cepas de raton (WT y TLR4-/-
). Por lo tanto, la combinacién de la infeccidon més una dieta rica en grasas (I+DG)
exacerb6 el perfil M1 (F4/80°CD11¢"TNFa”) en ratones WT. El reclutamiento de estas
células en la esteatohepatitis es coherente con los altos niveles de las quimiocinas CCL2 y
CCL3 en higado y en sangre. tal como se ha demostrado en este trabajo y en concordancia
con otros investigadores [46.47]. Ademds, evidencias indican que TNFa, CCL2 y CCL3
también se producen durante el curso de la infeccion por T. cruzi [48.49]. lo que podria
explicar el efecto sinérgico de la infeccion en el marcado reclutamiento de células

inflamatorias en el tejido hepatico.

Por otra parte, resultados de esta tesis muestran que macréfagos hepaticos F4/80" del
grupo DG WT sobreexpresan el RS CD36, de manera mas marcada en grupos infectados.
Puesto que, miembros de la familia del RS CD36 han sido implicados como sensores de
productos microbianos que median la fagocitosis y la inflamacion; especulamos que
PAMPs derivados del 7. cruzi podrian interactuar directamente con este receptor y facilitar
asi la invasion y perpetuacion de la infeccion. Este mecanismo podria explicar también la
reduccion del acumulo de grasa en el higado en los grupos [+DG frente a DG WT. Ademas,
los datos presentados aqui, muestran de manera inequivoca que LIHs entre ellos, linfocitos
B. CDs, células NK y T citotdxicas activadas se incrementan durante la progresion de la

esteatohepatitis en el grupo DG y mas sugestivamente por la infeccion parasitaria.
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Ademas, s6lo con una DG que genera un sobrepeso, se encontré un aumento del
nimero de células T CD4™ productoras 1L17 en el grupo de DG WT, aunque otras fuentes
productoras de IL17 como células NKT o T yd podrian estar involucradas. Resultados
similares fueron obtenidos en humanos por otros investigadores en la obesidad. A su vez, la
IL-17 y AGL sinergizan para producir [L-6 por los hepatocitos [56]. Al mismo tiempo, la
sefializacion IL17 con su receptor IL17RA es clave en el control de la infeccion por T. cruzi
[57]. Sin embargo, la sefializacion de IL-17 acelera la progresion de la esteatosis en ratones
[58]. Por lo tanto, este estudio muestra por primera vez un papel sinérgico de IL-17 en la

esteatohepatitis asociada con esta infeccion.

Por otro lado, los linfocitos T productores de IL-10, probablemente Th2 y/o células T
reguladoras infiltrantes de higado y la IL10 en plasma, sélo se detectaron en el grupo de
DG WT. El papel protector de la IL-10 en IR puede estar involucrado en esta etapa de la
esteatohepatitis, equilibrando el efecto de las citoquinas pro-inflamatorias. Por el contrario,
en el grupo I+DG, no se detectd esta citoquina, lo que indica que la infeccién del parasito
produce una marcada desregulacion de este mecanismo anti-inflamatoria [50]. Ademas, los
resultados de esta tesis muestran que las CSM., particularmente, la poblacion granulocitica,
estaria ejerciendo un papel regulador de la respuesta de linfocitos T contrarrestando la

inflamacion hepatica.

Una intensa interconexion entre hepatocitos, leucocitos y citoquinas, sumado al estrés
oxidativo y la apoptosis, son actores claves en la patogénesis de la esteatohepatitis [59]. En
este escenario, los resultados obtenidos aqui demostraron un aumento de la produccién de
ERO por los macrofagos del higado con proteinas nitradas y expresion de FasL en la
superficie de células T, lo que puede llevar a la apoptosis y necrosis de los hepatocitos.
Curiosamente, la infeccion del pardsito agrava el estrés oxidativo en el presente modelo de

esteatohepatitis.

La integracion de los conocimientos sobre la etiopatogenia del desarrollo de la
esteatohepatitis junto con la patogénesis provocada por la tripanosomiasis americana es de
gran importancia para la salud humana. Nuestros resultados nos animan a plantear que,
dado los cambios generados por el parasito en el contexto de una alimentacion

desbalanceada, éste protozoo puede ser un factor de riesgo para problemas hepdticos;
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mientras que al mismo tiempo se da el escenario propicio para que el T. cruzi pueda
multiplicarse siendo favorecido por lo niveles elevados de colesterol y triglicéridos en el

huésped que, como ha sido reportado anteriormente, favorece su tasa de replicacion.
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CAPITULO II

Efecto de la infeccion cronica con Trypanosoma
cruzi en un modelo experimental de alteraciones

metabdlicas con impacto en la aterogénesis
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INTRODUCCION CAPITULO II

La Organizacion Mundial de la Salud postula que la aterosclerosis es el factor principal de
enfermedades de la arteria coronaria y cerebrovasculares produciendo el 29% de las
muertes en todo el mundo [141]. Inicialmente se sostenia que la aterosclerosis era
exclusivamente impulsada por factores de riesgo como antecedentes familiares, diabetes.
hipercolesterolemia. el tabaquismo y la hipertension. pero evidencias recientes indican que

la inflamacion es un componente esencial de la patogénesis [142].

Inflamacion _aortica

La aorta es la principal arteria del cuerpo humano, que en individuos adultos tiene 2.5
cm de diametro y da origen a todas las arterias del sistema circulatorio excepto las
pulmonares. Su funcién es transportar y distribuir sangre rica en oxigeno a todas esas
arterias. Tradicionalmente los conceptos de la inflamacion vascular se consideran como
respuestas "de adentro-hacia afuera" basandose en las hipotesis de adhesion de monocitos-
macrofagos al endotelio y la oxidacion de los lipidos [143]. Estos mecanismos operan
conjuntamente, sosteniendo el principio central de que la respuesta inflamatoria se inicia en
la superficie luminal. Sin embargo, reportes recientes apoyan un nuevo paradigma. la
hipétesis de "afuera hacia adentro", en donde la inflamacion vascular se inicia en la capa
adventicia y progresa hacia adentro, la intima. Se ha demostrado en la capa adventicia, la
presencia de infiltrados celulares con macréfagos, células espumosas (macrofagos cargados
de lipidos), CPA. linfocitos B y T activados y fibroblastos asociados con
neovascularizacion. Células residentes y migratorias depositan coldgeno y componentes de
la matriz extracelular y los leucocitos producen citoquinas, quimiocinas y factores de
crecimiento a nivel local y regulan el estado redox que se propaga desde la adventicia hacia
la intima. En resumen, los mecanismos bésicos incluidos la activaciéon celular y la
migracion durante la respuesta inflamatoria vascular son altamente conservados en
diferentes estados de enfermedad cardiovascular y los principales eventos inflamatorios

comienzan en la adventicia [ 144, 143].
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Actualmente no esta clara la causa que desencadena la inflamacién cronica en las
placas aterosclerdticas. Se reportd que la hiperinsulinemia y la hiperglucemia con
dislipemia aceleran la aterosclerosis inducida en ratones ApoE -/- alimentados con una
dieta estandar y que carecen del receptor de leptina [146]. Ademds de los factores
establecidos, la inflamacion y la infeccion han sido recientemente implicados como
principales factores de riesgo de enfermedad aterosclerotica [147]. Un nuevo paradigma
sugiere que la infeccién con bacterias y/o virus podria contribuir a la patogénesis de la
aterosclerosis, ya sea en forma directa a través de la infeccion de células del tejido vascular
o, indirectamente a través de la efectos sistémicos de las citoquinas, proteinas de fase
aguda u otros factores solubles inducidos por la infeccion en sitios no-vasculares. Este
paradigma se sostiene por multiples estudios epidemioldgicos que demuestran asociaciones
entre el riesgo de morbilidad/mortalidad cardiovascular y marcadores de infeccion.
Estudios experimentales también han demostrado una aceleracion del desarrollo de la
aterosclerosis en animales infectados e hiperlipémicos. Se han propuesto diferentes agentes
infecciosos relacionados con mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, entre otros,
Chlamydia pneumoniae, Porphyromonas gingivalis, Helicobacter pylori, virus de la gripe,
virus de la hepatitis C, citomegalovirus y el virus de la inmunodeficiencia humana [148].
Sin embargo, hay diferencias en los datos que avalan su asociacion con la patogénesis de la
enfermedad cardiovascular. En algunos casos, los agentes infecciosos se encuentran dentro
de las placas y los organismos viables se han podido aislar lo que sugiere un efecto directo
del microorganismo. En otros casos, la asociacion se basa totalmente en biomarcadores.

De acuerdo con los estudios con C. preumoniae y P. gingivalis se ha sugerido que
aceleran el desarrollo de la lesion, al menos a través de un mecanismo mediado por TLR-2

[149] y aumentando la formacion de células espumosas en los macréfagos infectados [150].

En humanos, la infeccion cronica por T.cruzi y su relacion con la aterosclerosis ha
sido sugerida por diferentes investigadores [151, 152] pero, hasta el momento, no se
demostrd ninguna vinculacion. Berrisbetia y col. [153] evaluaron en pacientes en fase
cronica asintomatica y con cardiopatia de la enfermedad cronica de Chagas, los niveles
triglicéridos, colesterol y lipoproteinas (HDL, LDL y VLDL), encontrando niveles

significativamente mayores (p<0,05) de colesterol, LDL y VLDL en pacientes con
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cardiopatia comparados con los asintomaticos y los controles sanos. Estudios
experimentales en este sentido son muy escasos. Se demostrd que 7. cruzi conjuntamente
con una dieta rica en colesterol durante la fase aguda de la infeccién, produce un proceso
aterogénico temprano en ratones CBA/J, cepa resistente a aterosclerosis [147]. Por otro
lado, conejos infectados con 7. cruzi de la cepa “Y™, a los cuales se les administré una
dosis diaria de colesterol, mostraron una disminucion en los niveles de colesterol total,
colesterol HDL y LDL. Asi mismo, el dafio endotelial debido a la presencia de parasitos
podria favorecer el depésito de colesterol en la microvasculatura y al mismo tiempo los

bajos niveles de HDL, incrementaria la aterogenicidad de la dieta alta en colesterol [154].
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OBJETIVOS CAPITULO 1N

GENERAL

Investigar la inNuencia de la infeccion con T, oruzi, en fase cronica de la enfermedad, como
un factor pro-aterogénico en un modelo de alteraciones metabilicas inducidas por una DG,

focalizando el estedio en la aorta de ratones C37 WT v TLR4-/-.

ESPECIFICOS
Analizar comparativamente. en los 4 grupes de animales {DC, DG, [=D0C, 1+DG) de
las dos cepas, la histopatologia v la expresion de TLR2, TLR4 v CD36 de la arteria
aorti,

- Estodiar el perfil de macrofagos M1 v M2 (con los marcadores: F4/80, CD206 »
CD68). la expresion de Arginasa | v paralelamente las citoquinas v quimiocinas mds
relevantes en lo aona.

= Evaluar los tipos celulares que participan en las lesiones vasculares, analizando los
marcadores de superficie celufar, CD3, CDIY9, CDI1 e, FAR0 y NKI1.1.

- Realizar experimentos in vitre con la linea celular de macrofazos murinos 1774 para
evaluar la formacin de células espumosas inducidas por la infeccion con
tripomastigotes- Tulahuen ¥ la presencia de LDL nativa.

- Investigar si los efiecios pro-ateropénicos del T crusd son directos v se encuentra
carga parasitaria adrtica mediante q-PCR v ver si la misma es influenciada o no por

¢l tipo de dieta.
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RESULTADOS CAPITULO 1L

I. La infeccitn con T. crwzi reduce la hipertrofia de adipocitos en la capa
adventicia de la aorta generada por la dieta grasa a las 14 semanas pero

incremeita s bnMlamacion

Con los resultedos obtenidos en el capitule | v con el proposito de conocer los
cambios en la arquitccturn ¥ morfologia generados en la aorta durante el desarrollo: de
nipestro models, evaluamos cortes histoldgicos tefidos con HEE, En ratones DG WT la
ngesta de D0 durante 24 semanas, trajo aparejada la presencia de hipertrofia de adipocitos
pdventiciales v alteraciones del endotelio vascular de |a aorta. Estos cambios morfoldgicos
no s¢ observaron en los ratones alimentados con DO WT. Es importante destacar que en los
grupos infectados WT o en todos los gropos TLR4--, no se observaron adipocitos
hipertrofiados (Fig. 4A), De manera interesante, se detectd una elevads infiltracion de

feucocitos en la aorta del grupo NG WT v los grupos infectados testeados, WT o TLES-/-,

confirmada por ¢l recuento de levcocitos aislados v tefiidos con Azul de tripdn (Fig. 4B).
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Figara |, Camblos marfoabdzicos en la aorta de amimales WT o TLR4-- a 24 semanas. (4) Tejide adrtico
de todos los prupos fueron colorendos con HEE (400x) Las fechas indican levcocioos infiltrantes. 1= intima,
M Medio ¥ Ac Adventicia, Escala de barrn: 20 pm. (B Se indica ¢l mamens de leucoeition gislados de & sorta
en los diferentes grupos de rencs de oamibos penolipes. (F p o <DU05L Se muoesire un @xperimento

represeniotivo de tres experimentos independienc2s. (M) no sesieada)

2, La infeccion con T crugf aumenta el nimero de células F4%0™ en aorta en

presencia de la dieta grasa

El siguiente estudio se realizd para investigar la presencia v el fenotipo de
macrofages en la acra a las 24 semanas debido a que el macrdfago es un tipo celular
importante en el proceso de aterogénesis. Una ver que migran a la pared de la areria, cllos
propagan ¢l desarrolle de la aterosclerosis mediante la modificacion de las lipoproteinas.
favorecen la acumulacidn de lipidos intracelulares, la remodelacion del entormno
extracelular, ¥ promueven la coagulacion local. Las evidencias indican la presencia de un
gran nomero de citoguinas en combinacion con la expresion de sus receptores en los
macritagos, seflalando que estas ¢élulas son imponantes actores en el desarrollo de la
lesion aterosclerdtica. En el presente modelo de alteraciones metabdlicas inducidas por la
DG se observo un aumento significativo en los macrdfagos aislados de la acrta en todos los
grupos experimentales WT vs. DC WT. Los resultados analizando el nimero absoluto de
células F4/80" muestran un efecto sinérgico dado por la DG mas la infeccidn parasitaria
{Fig. 2A). A su vez, al evaluar el fenotipo de macrdfagos M1 vs. M2 se observd una

tendencia hacia un perfil M| en todos los grupos siendo significative solamente en los
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grupos infectados (1+DC e HDG) (Fig. 2B). El onalisis del porcentaje de células F4/807
purificadas de la sora con [LI0 intracelular positiva (fenotipo M2) mostrd un aumento
significativo solamente en ¢l grupo DG (Fig. 2C). Noablemente, el porcentaje de
macrofages inflamatorios F4/80 CD e’ {fenatipo M) productores de la quimiceina
CCL2 se incrementd en todos los grupos siendo el aumento mas marcado en los grupos
infectados (Fig. 2D).

A B & FUCOMNTONE
& FUprCooDs CoEr

-
-

e

%%?ﬁ

g &£ & P & & F #

"

S
i

Clules FMBD" L oma (a1 0%
tﬂ

Chlulas FOBE \Korts {K10%)
L)
o M3 ‘ :
-
-l

¥
H

LB
'T

¥

% Clufas FAMD GO prodis ioras O BLIOM DME
2
-
% i lulas FEIBE " C0 1c” producioras de CCLAAGmE

I £
-‘ﬁ
@ F

¢
[
- an

i " B oo

F P P P

£l
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J. Andlisis de expresion de Arginasa-1 en aorta de animales WT v TLR4-/- a 24

semanas post-tratamiento.

En base a los resultados previos de estas tesis, se investizd la expresidn de Arg-1 en
aorta de los diferentes grupes de animales. Cabe desfacar que esta enzima fue hallada en
macrdfagos de lesiones ateroselendticas tempranas en ratones ApoE-~ [153-157] v también
en placas ateroscleroticas de humanes [1538]. Argl juega un papel critico en muchas
funciones inmunologicas en los macrdfagos. Esta enzima compite con dxido nitrico sintasa
inducible (iN0OS) v cataliza la hidrolisis de L-argining a L-ornitina v urea, un precursor de
poliaminas ¥ L-proling. Por lo tanto. Argl puede suprimir la citotoxicidad mediada por ON
a través de consumo de L-arginina, mejorar la sintesis de coligeno v la fibrosis a través de
la formacidn de L-ornitina [1359]. Argl también se ha demostrado que actia como un
supresor de la inflamacion v la fibrosis dependiente de microorganismo, de alli se sabe que
apova el crecimiento de varios microorganismos incluyendo parasitos [ 160]. Los resultados
de este rabajo muestran un aumento significativo en la expresion de Arg-1 en ef grupo DG
solo en animales WT v en el grupo [+DC de ambas cepas, WT v TLR4-/-. Llamarivamente
a2 DG sumada a la T (I+DG) condujo a una expresidn significativamente menor de la

enzima vs. el grupo [+0DC tanto en animales W como TLR4-/- (Fig. 3).
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4. La infeccion con T, crazi-Tulahuen indoce la formaciin de fpid droplets en
macrifages v este proceso o8 incrementade con la administracion de LDL i

Wi

Con el objetivo de analizar si el T cruzi es cupar de inducie células espumosas v de
ser-asi, si existe algan sincrgismo en la produceidn de estas células dado por la infeccidn
parasitaria mas un excese de bipoprofeinas LDL, =¢ realizaron ensavos  utilizandoe
macrofagos de la linea celular J774 infectados con tripomastigotes en relacion 221
{To'macrofago) o se estimulamon con LI aisladas de plasma humano o bien fueron
desafiados con ambos estimulos simulidneamente v postenormente coloreados con ofl red
1 [potas rojas) v hematoxiling para tefiir los nocleos o Nile red {potas verdes) v Hoesch
Coma . cra de esperar, la presencia de un exeeso de LDL induje la formacidn de lipid
aropliets en los macrdfapes (Fig. 4A). La infeccidn parasitaria también produjo o
formacion de células espumosas v la asociaciin de ambos estimulos mostrd un fuerie
increments de estas células (Fig 4B-C), Debido a-que el T. eruzi per se contiene moléculas
agenistas para receplores TLRE2 v 4, en paralelo se ensavd la capacidad de generar gotas
lipidicas con ligandos de TLRE2 v TLES4 (Pam3 v LPS respectivamente).  Por otra parte. v
termendo en cuenta que una de las citoquinas pro-inflamatorias producidas por los
macrofages como la [L6 es clave en la sintesis de proteinas de fase agoda, se realizd su
deferminacion en ¢l sobrenadante de cultivo obtenido en cada condicion experimental. [De
manery interesante, los miveles de IL& se correlacionaron conm la cantidad de células

gspuminsas coloreadas con oil red O (Fig, 410

A
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Células sspemosas T00 oell
o @

Figura 4: Formacitn de {pid dopless en macrafagos indwecidos par LI y B3 isfeccldn eon 1 cmsi (A
C Macrilagos JT74 e caltivaron con DMEM mas 10% de 3BF, s infeciaron con T, cruzd {relacion 2:0) o
incubaron con LI {50 ug!ml) o ambos par 24 hs en presencia de eubreabjete en ¢l fordo de lo placa. Lucgo
s las fijd v tind con 0l sed O o Nile red v 2 analizd o mimens de oélulas espumesiss {mis de [0 gotns
lipldicas por ctlula) observados por mbcroacopia (dpiice o de Aeorsscencia, respectivamentel, (I Niveles de
L& en Jos wobrensdantes de cultzve de los distinlos ralamientes por ELISA.  Los dotes mostrados son
repredentalives de dos exparimentos. Unovalor de p 0,05 fhe considerade significetive usando ef test One -
Wiy ANOV A,
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S Ineremento de ba expresidn del RS CD36 en el tejido adrtico de animales

alimen tados con DG WT

Para corroborar gue el RS CD36 podris ser une de los factores gue median el
acumule de lipidos en células del tegide adrtico, analizamos su expresion en lisado de
aorta por W, hlot a 24 semanas de ratamiento. Se identificd una alta expresion de cste RS
solamente en el grupo DG WT (Fig. SA), Ademas, se observd un mavor porcentaje de
células FABO™ CD36" en células aisladas de la aorta del grupe DG v el grupo 14DG

mediante citometriz de flujo (Fig. SB).
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[ Figurn %; Expresiin profeica del RS CD3é en
aoris de ratones WT 0 Id semanas (A} Se amalied
I exprestdn de e moldeula CO36 por weskern blol en
lsaclos dbe tefido adrtico de animobes WT v TLEd-/
La f-actina fwe uslizada coma control di carea en el

western blol () %@ analizo el porcentase cddlos
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6, La dieta grasa Gavorece el infilirado de linfecitos T en b aorta v esto se

magnifica por la infecckin parasitaria

Dada I pran participacion que tienen los hinfocitos T en la generacidn v evolucion de
procesos vasculares, siendo la mavoris de las celulas T pateeénicas en le aterosclerosis de
perfil Thi productoras de altos niveles de [FNy [161], s¢ analizo en primer lugar el nimero
total de células CD3” v las sub-poblaciones CD3™ CD47/CDE” en aona de ratones WT a las
24 semanas por citomietria de Aujo. Se observd un elevado ndmeros de células T en tados los
prupos experimentales respecte ol grupe DO (Fiz, 6A) Los resultsdos muestran un
aumentd tanto de células CIE" coma C4° en el grupo DG v mas prominentemente en
=D (Fig. 6B). e modo similar al higado, se observd en células aisladas de aorta del
grupe DG un alwo nomero de células CD4 productoras de 1L10 (fenotipo Th2) (Fig. 6C).
Por otra parte. se enconird un elevado atmero de células T CDE productoras de IFNy o
TWFa en wodos los grupos experimentales va. DC WT. siendo mas marcado en ¢l grupo
[+ (Fig. 6D}, Estos resullados se corroboraron por immunefluorescencia (Fig. 6E) que
mostraren la presencia de estas eélulas CD3'IFNY en la adventicia en el grupo DG ¢
[+DG. Muestros datos indican que en este modelo de esteatohepatitis. el principal
compartimiente de células T de la pared arterial es la Eimina adventicia en lugar de la capa
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se mueestran coma media £ SEM d¢ mds de 3 raones por grupo de un experimentd reprosentativo de tres

realizados.

7. La dicta grasa induce el reclutamicnto de linfocitos B, células dendriticas v

MK en anrta lo cual es potenciado por la infeccion parasitaria

Los ensavos realizados mostraron un mayor ndmero de céfulas COLI™, NKI1.17
(NEK), ¥ NK1L.1ITCD3™ (WKT), en la aorta de los ratones DG WT (Fig. TA-B). El incremento
en CDs v NK fuoe méds notable en los ratones infectados WT. Por otro lado, los linfocitos B

s¢ incrementaron significativamente en los grupos infectados (Fig. 7C).
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8 En la ctapa temprana del trastorne metabdlico La dieta grasa aumenta la
eapresion de TLR4 en la aorta v la deficiencia de TLR4 favorece ¢l aumento de
TLREZ en ese tejido

En los gliimoes afos estudios experimentales sobre el papel de estos receplores en
ratones con  hipercolesterolemia  pusieron énfasis en modelos murines  manipulados
genélicamente, propensos a la ateroesclerosis. En ratones C37BL/G doble knockouwt, apo E-
= % TLR4=/- 0 apo E<~ v MyDBE-/- | Michelzen v col. (10}, reportaron una reduccion del
tamafio ¥ composicion de lipidos en la placa de ateroma deé sus soras respecto a los wild
type va los apo E-/= v TLR4+/+, sugiriendo el compromiso de este receptor en el desarrollo
de la placa. Teniendo en cuenta dichos trabajos, v los hallazgos de nuestro grupo que
vinetlan los Toll y la infeccion con T emesi, nos propusimes evaluar en nuestro modelo la
expresicn de los TLREZ v TLE4 en aorta. El estudio de la expresion de TLRZ v TLE4 en
tejido adrtico a las 4 semanas reveld una mavor expresion de TLR2 en aona de animales
DG TLR4-~ v, DC e 1+DG {(p<0,01, p<0.001) ¥ una expresion casi nula de TLR2 en los
eripos infectados tanto TLR4<- como WT vs. DC (Fig. 8A). A 24 semanas [Fig. BB} oo
hubo diferencias significativas en la expresion de la proteina TLR2 entre los grupos
experimentales WT ni TLRd--, Por ofra parte los niveles proteicos de TLR4 a las 4
semanas fieron mavores en aorta de animales DG vs DC WT (Fig. BC). La expresidn de
TLR4 disminuvd significativamente en los grupos infectados a las 12 semanas v a 24

semanas su nivel de expresion fue similar en los diferentes grupos.
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9. La dicta media en grasas conduce a una mayor carga de parasitaria en aorta

[Mada la fuerte respucsta inflamatoria a nivel local v sistémica que encontramos en el

grupe [+D0, se investigd en primer lugar si se hallaban rastros del pardsito en la acrta én

npestre modelo v luego si la dieta media ¢n grasa influenciaba de alguna manera la carga

parasitaria en dicho tejido. Para cumplir tales objetivos, se realizd un g-PCR. logrando

observar un aumento significativo en la cargas de ADN de T cruzi en la aoria de los

animales 1+DG vs, [HDC {Fig. 9). Estas observaciones revelaron gue la dietz s un factor

clave en la carga parasitaria v en la inflamacion vascular,
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Fipurn 9. Evaluscidn cuaniiativa de o carpa pamasitanz por
q-PCR en aonn de grupos infectades, Lo cuantificasion de
purdsitos en 20 ng de ADM de teiido adrlico s llevd a cobo
mezdinante b amplificacidn de uno secuencia de satélite del T,
eruis TS @ las 24 semanas de irtomierta, La carga nelativa
de parisites | higado se normalizd contrn el contred de
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negativas ¥ urn miestrn sin ADN =2 incluyeron enocada g-
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Conglusianes Capitiils 1

CONCLUSIONES CAPITULO 11

s La infeccion cronica con T cvnizi redujo la hipentrofia de adipocitos en fa adventicia
generada por la DG pero incrementd el infiltrado de células inflamatorias en la
aorta.,

* La infeccidon con T, crusi aumentd o presencia de edlulas F4B07 en aorta de
ratones alimentados con DG v desvio el fonotipo de macrofagos M2 a M1,
acentuando su estado pro=inflamatorio | productores de CCL2)

¢ La expresidn de Arg-1 en aoma del grupo DG aumentd significativamente sdlo en
gnimales W1 v en I-DC de ambas cepas, WT v TLR4-/-. Llamativamente los
grupos 1+DG se relacionaron con un tenotipo mdas inflamatorio, va que la suma de
embos estimulos redujo significativamente la expresion de Arp=1 en aoria en
comparacion al grupo H0C .

« El receptor CD36 se incrementd en el tejido adrtico de animales alimentados con
DG a las 24 semanas asociado con un mavor nimero de células F4/80°CD36™ en los
grupos DG e DG WT.

s Se produjo un mavor reclutamiento local de linfocitos T en aorta por la dieta
exacerbado por la infeccion ¢on altos porcentajes de células citotdxicas productoras
de IFNy v THFa. A su vez, células con fenotipo Th2 productoras de TL1D solamente
se detectaron en el grupo DG WT.

¢ La DG indujo el reclutamients de hinfocitos B, NK v CDs én aorta de ratones WT o
que fue agravado por la infeccion parasitaria.

o Los resultados mostrados sugieren que la deficiencia de TLR4, el cual censa ademds
de ligandos enddgenos. ligandos del pardsito. produjo de manera compensatoria un
aumentoe de ka expresion de TLR2 en tejido adrtico a tiempos tempranos.

e Se repora por primer vez la presencia de ADN parasitario. lo cual permite suponer
que habria un efecta directo del pardsito. ademas de los indirectos va reportados. en
tejido vascular adrtico en este modelo, Mas adn la alimentacion con una DG lleva o

una mavor carga parasitania en dicho rejido.
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DISCUSION CAPITULO I

Es conocido gue la inflamacion asociada a la obesidad v trastornos en ¢l metabolismo
de lipidos puede promover el desarrollo de la aterosclerosiz. En esta segunda parte de la
tesis se demostrd que Io alimentacidn con una dieta sdlo media én grosas, gue: lleva a un
sobrepeso sin llegar a obesidad, produce cambios marcados en la integridad del tejido
adrtico v lamativamente cuando es combinada con la infeccidn parasitaria se potencia el
infiltrado celular ¥ la produccian de citoguinas v quimiocinas inflamatorias a nivel local v

SISTEmMICO.

Los estudios histeldgicos revelaron un aumento de gotas lipidicas ¢ hipertrofia de los
adipocitos en la adventicia de la aorta en los animales con DG a las 24 semanas. Este
resultado no se observd en aorta de animales 1+DG. Sin embargo, la infeccidn incrementd
la inflamacion con un mayor reclutamiento de células inflamatorias a nivel local v en bazo,
Aungue no se detectaron pardsitos en la aneria por téenicas como la inmunofluorescendcia,
se lognd demostrar la presencia de ADN parasitario en la aoma a través de g-PCR. técnica
con alta sensibilidad, o que indicaria gue la inflamacién se indujo por efectos directos;
ademds de los indirectos hallados a nivel sistémico, como las proteinas de fase aguda,
citoguinas, etc demostrados en este trabajo de tesis doctoral. De manera interesante, este
hallazgo aporta por primera vez evidencia a favor de un efecto directo del Tl oruzi sobre las
lesicnes tempranas de la areria woricico-abdominal, lo que no habia sido demostrado en
otras situaciones experimentales empleando la cepa de ratdn CBA/YJ e inoculo diferente
[147]. En este sentido, se propone que una dieta media grasa junto con la infeccidn ¢
inflamacion sistémica como s¢ demostnd en el capitulo anteriorn. podrian tener un fuerte
efecto pro-steragénico, alterando la integridad de la pared arterial ¥ aumentando los niveles
sistémicos de tnglicéridos v colesterol en ¢l grupo 1+DG. Como se esperaba, los niveles de
colesterol fueron mavores en ¢l grupo de animales DG oy ain mas en el 1+DG en
comparacion con el grupe control DC e infectados 1+DC (resultados del capitlo 1).
Apovan esta hipotesis, los datos obtenidos en ratones propensos al lupus alimentados con
una dieta alta en colestercl al desarroflar lesiones ateroscleroticas. un hallazgo que admite
la posibilidad de que la inflamacion en combinscidn con una dieta grasa puede predisponer

@ la aterosclerosis [162].
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Se ha demostrado ampliamente que la relacion entre macrofagos MIM2 de la
inmunidad innata estd ligada a la inmunidad adaptativa v es un sistema que trata de
equilibrar la respucsta inmune, La IR se asocia 4 ambos fenotipos de macrifagos M1 v M2,
del mizmo modo que en la esteatohepatitis, en la inflamacion adetica a las 24 semanas en el
erupe DG se detectaren ambos fenotipes de macnbfagos en células aisladas del epdo
adrtice, De este modo, macrdfagos M1 CDI e’ CD206 conjuntamente con macrifagos
M2 CD2067/ 110" se separaron por citometria de flujo, La produccion de 1L-110 inducida
por la dieta estaria involucrada en ¢l reclutamiento de macrifagos M2, Ademas, la Arg-1
ensima gue se activa en macrdfagos M2, se ha asociado con mejoras vasculares v
proliferacidn de células musculares [133-137]. En este rabajo de tesis se demostnd que la
expresion de Arg-l en sorta aumentd significativamente en animales DG WT v en
infectados con DC de ambas cepas, WT ¥ TLR4-/-, La infeccion con T0 crusf produjo un
desvio en €l fenotipe de macrdtfagos de M2 a M1 productores de OCL2 acentuando de gste

modo un estado pro-inflamatario.

Ademuis, la elevada expresion de CD36 uno de los receptores innatos méas importanies ¢n la
internalizacion de lipoprodeinas como las LDL modificadas, se incrementd en el tejido
aortico del grupe DG a las 24 semanas, Las plaqueras. ciertos endotelios v adipocitos
ademds de monocitos'macrdfagos diferenciados expresan este receptor [163, 164]. Este
resultado se asocid con um mayor nimere de células F480°CD36™ provenientes de los

grupos DG v también en ratones 100 WL

Por otra parte, estudios previos én ratones hiperlipémicos apoyan un papel pro-
aterogénico de células Thl vy Thl7 en la iniciacion vy progresion de la aterosclerosis ¥ un
efecto anti-aterogénico de las células Th2 [163-167]. Estudios én cepas de diferente base
genética indican la existencia de una predisposicion para desarrollar un fenotipo de Th en
particular [168, 169]. En este estudio, el andlisis del infiltrado de macrdtagos v linfocitos T
reveld un predominio del fenotipo inflamatorio Thl en el grupo DG, efectos que fueron
potenciados por la infeccién crinica con incremento de células CDE", NK™ v NKT en
aorta, como ha sido reportado en otros modelos experimentales de aterosclerosis  [170,
I71]. Los resultados obtenides también revelan el fenotipe Th2 con produccion de IL10

intracelular solamente en el grupo DG, En este sentido, hay evidencia que sostiene que fa
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IL10 enddgena protege contra la aterosclerosis en varios modelos experimentales [172,
173]). De manera interesante, al igual de lo que sucede en este modelo en higado. la
infeccion disminuvd 105 niveles de macrdfagos v células TH2 productoras de [L10 v
favorecid notablemente el infiltrado de linfocitos T CD4 (Thl) v CDE, resultados que
concordaron con otre laboratorio [174] en el cual se demostrd la produccion de [L-6 v
THFw, infiltrade celular en el endotelio v masculo liso de aortas de ratones infectados con

T eruzi- Tulahuen,

Estudios recientes han demostrado ¢l papel importante de los receptores TLRs en la
respuesta inflamatorta en diferentes tejidos v destacan la interaccibn de estos receplores con
los nutrientes, la microbiota intestinal ¥ el tejido adiposo entre otros durante ¢l desarrollo
de rastornos metabdlicos v [a obesidad [173]. En ratones ApoE -/- se demostrd gue TLR4
¥ TLR2 contribuven a la acumulacion de células espumosas en la etapa temprana de la
aterosclerosis [176].  La deficiencia de TLR4 v TLR2 v también de las moléculas
adaptadoras MyDSE v TEIF han demosteado un papel protector de la inflamacion vascular
y progresion de la aterosclerosis en distintos modelos de ratén [175]. Los resultados
obtenidos aqui demuestran que la dieta grasa no indujo alteraciones histologicas en la aona
en animales DG TLR4-- aungue a presencia de infiltrade celular en aona fue inducida por
la infeccian parasitaria. Se ha demostrado gue Ia ausencia de TLR2 ¥ TLR4 condujo a una
disminucion del tamaio de la lesion relacionados a una disminucion en los niveles de
CCL2 sistémicos [I77, 178]. uma quimiccina fundamental para ¢ reclutamiento de
monocitos a las placas aterosclerdticas, Los resultados de esta tesis muestran que la
deficiencia de TLR4. el cual sensa ademds de ligandes enddgencs, ligandos del pardsito,
produce de manera compensatoria un aumento de la exprésion de TLR2 en tejido adrtico,
Ademas, resultados obtenidos in vire demosiraron que la infeccion con T cruzi cepa
Tulahuen, del mismo modo que ligandos de TLR2 v TLR4, indujo [a formacion de células
gspumosas en una linea de macrdfages, fendmeno que se incrementd con ¢l agregado de
LDL. %¢ ha postulade que ligandos de TLRs pueden aherar el eflujo de colesterol

contribuvendo de este modo a la formacion de células espumosas [ 1 79,

En conclusion, los resuftados ohtenidos en el modelo is vive e in vitre demuesiran

que la dislipemia inducida por una dieta grasa sumado a la infeccion con T eruzf en fase
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cronica potencia la respuesta inflamatoria en la aora, mediade principalmente por
macrdfagos M1, linfocites Thl e inflamacion sistémica favoreciendo el proceso de

ateroEénesis v a su vez incrementando la carga parasitaria.
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o “Trypanosoma crusi infection is a potent risk factor for non-aleoholic steatohepatitis
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la produccion del trabajo,
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MATERIALES ¥ METODOS
Ratones, infeccién v parasitemia

Los ratones C3TBL/G (haplotipo MHC H-2Kb) fueron adguiridos de la Universidad
Macional de La Plata, Buenos Aires. Argentina v los ratones C3TBL/10ScNIdeficientes
para TLR4 (Tir4lps-del) fucron obtenidos de Laboratorios Jackson, Bar Harbor, USA. Los
animales s¢ mantuvieron en el bioterio del CIBICI-=CONICET (ndmero de seguro de NIH-
USA A5802-01) siguiendo las recomendaciones de [a Guia de Uso v Cuidados de Animales
de Experimentacion (Consejo Cansdiense de Cuidados de animales) v aprobado por
CIBICI-CONICET. Grupos de animales (6 a 8 semanas) fueron divididos en 4 grupos
experimentales: 1) animales alimentados con dieta estandar con bajo % en grasas; DC, dieta
control (3% de grasas); 2) DG, dieta grasa (14% de grasas): o se los infectd intm-
peritonealmente con 100 tripomastigotes de la cepa Tulahuen alimentados con cada una de
las dietas: 3) [+DC, infectedo+dieta control v el grupo 4) 1+DG, infectedo+dieta grasa. La
composicion de la dieta control es: proteina: 26%, carbohidratos: 53%. Hpidos: 3%. fbra
cruda: 8% y minerales totales: 10%4: la composicion de la dieta grasa es: proteina: 25%,
carbohidratos: 50%, lipidos: 14%. Abra crudad 3% y minerales totales: 8%, Los ratones
fueron pesados v anestesiados con isofluoranc, La sangre fse obtenida por puncidn venosa
en la cavidad retro-orbital. A las 24 semanas de tratamiento se los sacrifico v se les extrajo:
higado, bazo. aora v sangre para posteriores andlisis. Ratones sin infectar v alimentados
con la dieta estandar fueron usados como controles. La infeccidn fue corroborada con la
prucba de ELISA Chagas (Wiener). Titulos de anticuerpos 126G anti-T.cruzi mayores a
171024 fueron detectados a 24 semanas, Los pardsitos fueeron mantenidos por pasajes
seriados de raton a raton. La parasitemia se midié en sangre extraida del ojo del ratdn v
diluida con buffer de lisis para eliminar los glSbulos rojos. La cuantificacion de los

pardsitos se realizd en Camara de Neubaver. La parasitemia se expreso en pardsitosml.
Separacion de las células del raton

Células del bazo ¢ higado se obtuvieron ¥ homogenizaron a través de un filro para tejidos.
Los lewcocitos intra hepticos (LIHs) se purificaron centrifugando a 600g durante 20

minutos en una bicapa de gradientes de Percoll (Sigma) de 35% v 70%. Los globulos rojos
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de Ia suspension celular de baro v de higado se liso con un buffer de lisis (Sigma). El
nimero de células viables se determind por la exclusion de Azul de Tripdn usando la

cdmara de Meubauer.

Para extraer fos leucocitay de aorta. primero se perfundidy con heparina (200/ml) en PBS
por puncion en el ventriculo izquierdo del corazidn ¥ cortando a nivel del rifdn derecho del
animal. Luego se recolecta la aorta tordcica abdominal v se la micro-disecciona. Se procede
a digestion enzimatica | 251/ml de colagenasa X1 (Sigma). 60 Usml de hialuronidasa tipo
Is (Sigma), 60 Uiml de DMasa | (Sigma)y 450 LYml de colagenasa tipo | (Sigma)) en PBS
conteniendo 20 mM de HEPES a 37 C por 1 hr, Finalmente, la suspension celular fue
ohtenida por homogeinizacion v paso a través de un filtro de 70 um. El ndmero de células
viables se determino por la exclusion de Azul de Tripan usando la camars de Meubauer.

Para la parificaciin de CEM se prepard una suspension celular del bazo de ratones 1+LFD
e I+MFD, los eritrocitos se removieron usando buffer de lisis. C3M se aislaron por cell
sorting usando FACS Aria, marcando fa poblacidn de interés con anticuerpos anti-Grl
conjugado con PE v anti-CD1 Ib conjugado con APC (BD Pharmingen). En la separacion
se pbiuvo una pureza aproximada del 98%.

Ensayo de linfoproliferacion

Esplenocitos fueron cultivados en triplicado en placas de 96 pocillos de fondo plano con
200,000 células por pocillo en medio de cultivo RPMI 1640 suplementade con 2 mM de
glutamina (Gibeo, Invitrogen)., 50 mM 2-mercapioetanasl (Sigma), v 40 mgml de
oeptamicing conteniendo 10% de Suero Bovine Fetal (GBOY), simultdneamente estimulando
con Con A (5 ug'ml). Luego de la mcubacion a 37 prados y 5% de CO2 por 48 hs se
adiciond timidinatritiada { loCi [3H]thymidine, Amersham, Little Chalfont, UK) en cada
pocillo, Los cultivos se cosecharon [8 hs después y se midid la incorporacion de
radicactividad wsando un contader de centelleo,
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Citometria de Aujo

U'n millén de esplenccitos o de leucocitos intra-hepdticos o de aorta se incubaron por 30
minutos a 4°C en medio de tincidn (PBS con 1% de ASB v SBF) con los anticuerpos de
inlerés v por ultimo lavado con PBS. Para tincidn de citoguinas intracelulares, las células se
trataron con PMA (30 ng/ml; Sigma) més lonomicina (300 ng/ml; Sigma) por 5 hs. A las
dltimas cuatro horas del cultive se le agregd monensing (Golgi-Stop, BD Bioscience) o
brefeldina (Golgi-Plug. BD> Bioscience). Una vez cumplido el tiempo se realizd la tincion
de moléculas de superficie. luego se fijaron v permeabilizaron con Cytofix/Cytoperm buffer
(BD Biosciences) v e lavd con uma solucidn Perm™Wash |X (BD Biosciences).
Finalmente, se realizo la incubacidon con anticuerpos intracelulares, Las muestras se lavaron
por altima wez, se examinaron usande el ¢itdmetre de flujo BD FACS Canto [I v se

analizaron usando el programa Flowjo (TreeStar).

Para la determinacidn de la expresidn de CD0Ta se cultivaron 3000000 LIH conjuntamente
con PMA (30 ng/ml; Sigma). lonomicina (500 ng/ml: Sigma) ¥ ¢l anticuerpo anti- CD107a-
FITC (Clon 1D4B -Biolegend) en una placa de fondo en U, Las células se incubaron a
370 en 3% CO1 por una hora v se agregd monensing (Golgi-5top, BD Biosciences) en
una concentracion de 6 ug'ml v se lo incubo por un tiempo adicional de 4 horas a 37 °C en
3% C02. La monensina previene la acidificacion de las vesiculas endociticas, asi se evita la
depgradacidn de la re internalizacion de CDI0Ta de la superficie, permitiendo la
visualizacion de este marcador luego de la estimulacién. Por dltimo, los LIHs cultivados se

marcaron con anticuerpo anti-C D8 PE (eBioscience) por 30 minutos a 4°C.

Los anticuerpos utilizados tueron: anti-CD1 1b conjugado con APC o FITC (clon M1/70;
BD Pharmingen), anti-Ly6G/LyéC conjugado con PE o APC (Gr-1, clon RBS-3C3; BD
Pharmingen), anfi-Ly60 conjugado con PE o PECYTiclon [AS-BD Pharmingen), anti-
Lyl FITC (clon AL-21; BD Pharmingen). anti-CD4 APCiclon GK1.5 BioLegend), anti-
CD3 PE o FITC (clon 53-6.7 eBioscience) anti-IL6 PE {MP3-20F3, eBioscience), anti-
[FMy PE (XMGL2, eBioscience). anti-I[L-17A PE (clon eBiolTB7; eBioscience). anii
CD11c APC (clon N418 BioLegend), anti-F480 PE. APCCy? o PECYT(Clon BMS-
eBioscience-BicLegend). anti CD3 PE o PERCP (Clon 143 2C11-BD Pharmigen ). anti-
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CDi6 APCCy? (Clon GL1 BiolLegend). anti-CD1% PE (Clon 1D3-cBioscience), anti-
DSiclone DrcS-cBioscience, anti-Nk 1.1 APC, anti-CD36 PE

Detecein de ERO

El colorante sensible a la oxidacidn; H:DCFDA (Molecular Probes/Invitroeen) se utilied
para medir la produccion de ERO por parte de células F4/80™ v Grl™. El reactivo
H;DCFDA  tieme la propiedad de ingresar a las células en  donde esterasas
intracitoplasmaticas escinden los grupos scetatos generando un COMpUEsto que en presencia
de ERQ sg oxida, lo cual permite ¢l monitores del incremento de fluorescencia por
citometria de flugo, LIH: fueron incubados a 37°C en RPMI 1640 en presencia de 10 uM de
H-DCFDA por 30 minutos. Para inducir la activecion, las células fueron simultaneamente
cultivadas. conjuntamente con H:DCFDA mds PMA 30 ng/ml (Sigma-Aldrich). Luego las
oélulas se marcaron con anticuerpos anti-F4.80 APCCy7T v anti-Grl PE. El andlisis fue

Hevado a cabo por citometria de fujo.
Amilisis de citoguinas

Se recolectn el plasma a las 24 semanas de tratamiento de ratones infectados tratados v sin
tratar, Se realizd un ensayvo de ELISA para fas citoquinas L6, IL12, TFNy, IL17, IL10 v la
quimiocina MCP|. Para ello las placas de ELISA se sensibiliraron con el anticuerpo de
captura contra la citoquina de interés (PharMingen y e-Bioscience) durante la noche a 4° C,
Luego, s¢ lavaron las placas v se bloguearon con suero bovino fetal 10% por 2 hs a
tem peratura ambiente. Los sobrenadantes de los diferentes grupos se incubaren por toda la
noche a 4° C. La placa se lavd nuevamente v se incubd con el anticuerpo anti-citoquina
biatilinado (PharMingen v e-Bioscience) por una hoea a temperatura ambiente. Las curvas
de testigos se generaron usando citoquinas recombinantes para cada una de ellas
{eBioscience. PharMingen). Luepo de lavar, se agregd estreptavidine-peroxidasa y se
ncuba por 30 min. Finglmente las placas se lavaron v la reaccion fue revelada usando tetra-
metil bencidina (TMB) v H202, v e levd a 450 nm en un Microplatereader (Bio-Rad).
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Western Blor

Preparacion de proteinas de tejido en buffer RIPA: tejido hepitico v admico se
homogeneizaron v lisaron con buffer lisis (1% Triton X-100, 0.5% de sodio. 9% SDS, 5%
dithiothreitel (DTT), ImM ortovanadate de sodio 10 g PMSFE, 30 ug de aprotinin en PBS)
por 30 minutcs a 4° C, Luego se centrifugd el preparado a 13000 rpm por 10 min. El
sebrenadante recuperado s¢ fracciond v conservo a -70° C, La concentracidn de proteinas se

cuantificd por la tdenica uorométrica en Qubit (Invitrogen).

En primer lugar la electroforesis se realiza diluvendo 50 ug de proteinas en un buffer de
carga (2-mercapoetanol, azul de bromofenol v glicerol) v se calienta a 100° C por 5
minutos. Se siembra el preparade en geles de poliscrilamida al 10% conteniendo $DS v se
realiza la corrida electroforética por | hr a 130 volt. Las proteinas separadas se transfieren a
una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) aplicando un campo eléctrico { 100 volt) durante

T0 minutos con refrigerante.

En segundc lugar las membranas conteniendo las profeinas transferidas se bloquean
utilizande usando PBS Albumina al 2% durante 2 hs a temperatura ambiente. Luego del
bloquen, la membrana se incuba con el anticuerpo primario correspondiente, a 4° C durante
oda la moche. En este trabajo de tesis se wtilizd un anticuerpo policlonal anti-TLR2
producide en conejo (1/400). anti-TLR4 producido en conegjo {1200) ¥ un anti-ncting
producide en cabra (1/400) para control de carga, dirigidos todos contra raton. Los
anticuerpes fueron adquiridos en Santa Cruz biotechnology. Las membranas se lavan
exhaustivamente con PBS/Tween 20 al 0,5% con cambios frecuentes cada 6 minutos.
Posterior al lavado, s¢ incuba con el anticuerpo secundario anti-cabra (1/1000) v anti-
congjo (173000 unido a peroxidasa (Sigma) durante 1 hr en agitacion & temperatura
ambiente. 5e realiza nuevamente varios lavados exhaustivamente por | hr con PBS Tween

20k al 1,5% con cambios frecuentes cada 6 minutos.

Por dltimo se revels empleando wn sistema  quimioluminiscente ECL  {Amersham
Pharmacia Biotech) gque contiene cumdrico, el sustrao para la enzima, H2O02 v un

componente luminiscente. luminol. Las membranas se exponen con una placa radiografica
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(Kodak) en oscuridad. La intensidad de las bandas fueron cuantificadas mediante el uso del
software GelPro.

Estudios de microscopia

Los LIHs de todos los grupos tratados fueron cultivades con o sin Con A por 48 hs. Estas
células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 10 minutos a temperatura ambiente,
blogueadas con PBS Albumina al 1% por 2 horas a temperatura ambiente ¥ S¢ marcaron
con anticuerpos anti-CD3 conjugado con FITC, anti-F4/80 conjugado con FITC, anti-NT
conjugado con Alexa Fluor 488, anti-pd 7™ conjugado con PE v anti-FASL conjugade con
PE. 5¢ descarta el excedente de anticuerpo v se lava 3 veces con PBS-Tween al 0.05%.
Luegoe se marcaron con el fluorocromo Hoechst 33238 (2 ug'ml) que se une o ADN v se
lavd tres veces con PBS-Tween al 0.05%. Finalmente se realizd el montaje ¢on una
solucion de Fluor-Save (Invitrogen) v se visualizd usando el microscopio confocal FV 1000

{Oympus).

Por otro lado se realizaron cortes histoldgicos en parafina de higado v aorta de los 8 grupos
de animales. Primero se perfundid intra-cardiacamente con 10ml de una dilucion de
heparina en PBS. Sc tomaron las muestras de tejido v se fijaron con 10% de PBS-
formaldehido ¥ se embebieron en parafing. Las secciones de tejido se cortaron a un espesor
de 5 micras. Las secciones se despamafinaron por pasajes seriados en xilol ¥
concentraciones decrecientes de etanol (100-70 %) v se tifieron con hematoxilina v eosina
{H & E). La acumulacidn de triglicéridos (TG) en el higado fue examinado por tincidn
Megro Sudan IV, Otros cortes de [as mismas condiciones se marcaron con anticuerpos anti-
CDE FITC v anti-IFMNy PE. Los preparados se visualizaron con ¢l microscopic NIKON
ECLIPSE TE-2000 Ueguipado con una camara de video digital.

Medicidn de TG en higado

Ln gramo de tejido hepitico se homogeneizd con PBS wsando un homogeneizador de
mane, Los hemogeneizados se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 4 ° C. Se recogio
el sobrenadante v se determind los niveles de TG wsando Kits comerciales enzimdticos
{Roche) en un autoanalizador Hitachs Modular PO,
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Medicidn de los lipidos plasmaticos

Despuds de 4, 12 v 24 semanas de tratamienio, se tomaron muestras de sangre luego de 10
hs. de ayvuno en lo ratones, Concentraciones de colesterol plasmdtico total (CT) ¥ TG
fueron cuantificadas con el uso de kits enzimiticos (Roche) en un autoanalizador Hitachi
PEM maodular,

Determinacion de la resistencia a la insalina

Se caleuld mediane ¢l indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR} utilizando la
siguiente farmula: glucemia en avunas (mg / dl) = insulina en avunas (mU / ml) / 405, Los
niveles de insuling en plasma se midieron con un kit de RIA insulina Escudo DPC A Count
i Siemens) utilizando Ingetron MODELC MN2200-E. Los niveles de glucosa en plasma se

midieron usando un kit enzimaticos (Roche) con Hitachi modular PR0D,
Estudio de la expresion génica mediante PCR cuantitativa (g-PCR)

Muestras de ADN se aislaron de 30 mg de tejido hepdtico de animales pertenecientes a los
grupos HDC e [+D0 a 24 semanas de tratamiento utilizando un Kit AccuPrep Genomic
DNA Extraction (BIONNER), de acuerdo al protocolo del fabricante, Las muestras fueron
almacenadas a -80°C., La cantidad v pureza del ADN se determind con el espectrofotdmetro
Lector de microplacas de Swvnergy HT Multi-Mode {Biotek), v sdlo las muestms con alta
pureza ¢ ulilizaron en los experimentos. 200 ng de ADN fueron ampliticados por g-PCR
wilizande 5YBR Green PCR Master Mix Energy Ix (Applied Biosystems, Life
Technologies) v cebadores especificos para una secuencia satélite del T, eruzi, denominada
TCZ. Como control endogeno, se usaron cebadores del factor de elongacion 2, eEF2 [36].
Cada par de primers fue probade para alcanzar las condiciones apropiadas de
amplificacion. La secuencia de primers utilizados fueron: Tezl (5: 3.COA GCT CTT GCC
CAC ACG GGT GCT-3 'y Tez2 (AS: 3'-CCT CCA AGC AGC GGA GAT TTC AGG-35
[180); v eEF2 (5: 3'-AAG CTG ATC GAG AAG CTG GA-3' ¥ AR 3-CCC CTC GTA
TAG CAG CTC AC-3"). Brevemente. se amplificd la secuencia Tez de [95pb utilizando un
paso de desnaturalizacion de 953°C durante 10 min seguida de una repeticion de 40 ciclos
de PCR con una temperarura de desnamralizacion de 95°C durante |3 s, una temperatura de

hibridacién y extension de 60°C durante 1 min, v una curva de disociacion, mediante el uso
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del termociclador 7300 Tiempo real PCR System (Applied Biosystems). El patrdn intermo

eEF2 {186ph) se amplificd con el mismao perfil érmico. Todas las extracciones de ADN v

las reacciones de amplificacion se realizaron con los apropiados controles negativos para

detectar la contaminacidn en cualquier etapa del procedimiente ¥ con controles positivos

que dieron resultados reproducibles durante todos los experimentos. Cada muestra s¢

ensayd por triplicado, Pare determinar los niveles de expresion génica TCZ se utilizd el
métodn comparativo Ct, conocido como Método 2-AACT [181].

Purificaciin de LIV plasmiitica hamana para experimentos (i vitro

Al Extraccive de muesira

Axvuno 12 Hs del donante

2- Extraer 10 mi de sangre entera con heparina
3- Cenmtrifugar a 2.500 rpm 5°
4- Agregar 78,54 ul de EDFTA Wiener por ml de suero.
B) Frocedimienti
- Para un volumen final de 600ul: VLDL
-Cargar 360ul de K Br densidad 1.006g/mi en un tubo A vy sembrar 240 ul de suero
en ¢l fondo del tubo,
=Centrifugar en microcentrifuga 2hs, 100,000 rpm a 15°C.
=Reservo 240 del sobrenadante como VLDL
- Recuperamos 300 ul del infranadante sin tocar el fondo v o pasamos a un tubo B
2- Separacion IDL

=A6tubo B agregar 12,3 ul de KBr densidad 1,34 ¢/ml. S¢ mezcla.

—~Sobre esta mezcla se agregan muy despacio 225 ul de KBr densidad 1,009 g/ml.
No mezclar,

- Centrifugar 2hs, 100.000 rpm a 15°C,

—Reserva 240 ul del sobrenadante como 1DL

- Recuperamos 300 ul del infranadante sin tocar el fondo ¥ lo pasamos a un tubo C.
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3= Separacion LDL
=Al who C fe agregamos muy despacio 37.6 ul de KBr densidad 1.34 p/m] mis
1824 KBr densidad 10363 p/ml Se mezcla.
—Centrifugo 2.50hs a 100,000rpm a 15°C.
—Reserve 240 ul del sobrenadante como LDL.
= Recuperamos 300 ul del infranadente sin tocar ¢l fondo v lo pasamos a un tebo D

en el case de gquerer aislar HDL.

O} Dhializar

1) Dejar Cheer Nighr dializando en PB5S a 4°C en agitacion y luego pasar par columnas
P10

D) Comcendror: mediante el uso de columnas Centricon {Amicon])

-Medir proteinas concentradas v guardar a -20°C o -70°C si se va a usar muche tiempo
después,

Fi Corrida de Apo 8 en poligertlanida parg analizar pureza

s Gel separador: 4.5% Bis Acrilamida: 1,5 ml

Tris-HCI 8.8; 2.5 ml
Agua: Gl
Persulfate de Amonio: S0l

Temed : 10ul (Slempre 1%}

; Y Bis Acrilamida: 480 ul
o el de arriba: 1.5%
Tris-HCI 6,8;: 1 mi

Bgua: 2.3 ml

Persulfate de Amaonia: $0ul

Temed : 10ul [Siempre 18)
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e  Correr aproximadamente 35° hasta que el frente de corrida se vayoa 150 V

o  Muestras: LDL: (10ug muestra + 5 ul sample buffer + 10 PBS) ¥ Lipoforina (2,8
ugful): (3,5 ul muestra + 10 ul 5B + 10 PBS).

* Teiflir con Azul Brillante de Comassie toda la noche en estufa 37°C.

o Lavar v fijar con Acido acético 10ml, Metancl 40 ml v H2O 50 ml.

« PM: LDL 550Kd v Lipoforina 350KD aprox.

Mantenimiento de la linea celular de macrofagos murinos J774A.1 en coltivo

Se cultivaron en capsulas de petri en medio DMEM {Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
suplementado con gentamicing, glutamina al 10% SBF, S¢ dejaron crecer hasta confluencia
{aprox. 4 dias) a 37°C v 3% CO- Luego. con wripsina-EDTA o PBS frio se despegaron para
experimentos o propazacion.

Anilisis estadisticos

Para comparar diferentes condiciones experimentales, el andlisis de varianza (Two-way
{cuando Ias variables fueron los distintos tiempos v los tratamientos) o One-wayANOVA)
e usd con la prueba post de Bonferroni utilizando el software GraphPadversion 5.00 para
Windows (GraphPad Software, USA). La prueba de Student de dos colas se empled para la
comparacidn entre el control ¥ muestras experimentales. Diferencias con valores de p=0.05
¢ consideraron significativas, siendo *= p<0,05; ** = p2 01 y *** = p=1),00],
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ABREVIATURAS ¥ ACRONIMOS

AGL

Arg-1

AST

ALT

CDs

Ck

CPA

Con A

CSM

DAMPs
EHNA

ERO

HFED

HGNA
ICANM-1{1CD54)
I

iNOS

IR

LDL

1LLIH

MOP1 (CCLD)
MIPla {CCL3)
NK

NT

ON

PAMPs

PRRs

Acidos grasos libres

Arginasa-1

Aspartato aminotransfernsa

A laning aminotransferasa

Células dendriticas

Célula de Kupffer

Células presentadoras de antigeno
Concavalina A

Células supresoras mieloides

Patrones moleculares asocizdos a dafio
Esteatohepatitis no alcohdlica

Ezpecies reactivas de oxigeno

High fas diet

Higado graso no alcohdlico

Malécula de adhesion imtracelular |
Interlenguina

Orido nitrico sintetasa inducible

[nsulino resistencia

Lo dlensity liporore i

Leucocitos intra=-hepiticos

Proteina | guimicatractante de monocitos
Proteina | o inflamatoria macrofagzo
Matural Killer

Mitracion de la tirosing

Oxido nitrico

Patrones moleculares asociados a patégenos
Receptores de reconocimient de patrones

Receplor scavenger
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Abraviaturas

TG
Th

Treg
TLR

Sindrome metabdlico
l'ejido adiposo
Triglicéridos

T helper

| regulatorias

Toll like receptor
Wild tvpe
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