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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosoma cruzi representa un
problema sanitario prioritario en nuestro pais. En Argentina alrededor de 2 millones de
personas se encuentran infectadas y se estima que cada ano mueren unas 12000 debido al
desarrollo de cardiopatia chagdsica crénica (CCC). Si bien los mecanismos que llevan al
desarrollo de CCC aun no se conocen con exactitud, se sabe que tanto la persistencia del
pardsito como la excesiva respuesta inmune inflamatoria generada por la infeccion poseen un
rol fundamental en el desarrollo de la patologia. La sefalizacién mediada por el receptor de aril
hidrocarburos (AhR), un factor de transcripcion dependiente de la unién a ligando, es capaz de
inducir la diferenciacién de células T hacia un perfil de tipo regulatorio o inflamatorio, de
acuerdo a la fuerza de activacién del ligando y al microambiente de citoquinas. Durante la
infeccidn con T. cruzi aumenta la actividad de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) que
cataboliza el Trp en metabolitos conocidos como kinureninas, capaces de actuar como ligandos
de AhR, favoreciendo el desarrollo de una respuesta regulatoria. En este trabajo de tesis se
estudid el efecto de la infeccidn con T. cruzi sobre la modulacion de la expresidon de AhR y de sus
ligandos agonistas, el rol de la sefializacion de AhR en la regulacion de la respuesta inmune
inflamatoria y el desarrollo de memoria inmunoldgica, y se analizé cémo la infeccion con T. cruzi
modula la presencia de ligandos agonistas de AhR y de metabolitos del Trp en suero de
pacientes infectados. Se determind que la infeccidén con T cruzi modula de manera diferencial la
expresion de AhR en ratones B6 y Balb/c vy la generacién de ligandos de AhR. En células de
ratones B6 se observéd durante la infeccion una rapida disminucidon de la expresion de AhR,
menor capacidad de generar ligandos enddgenos y de activar a AhR que la cepa Balb/c lo que
podria contribuir a la menor capacidad para inducir células Treg y en general de controlar la
respuesta inflamatoria observada ratones B6 luego de la infeccién con T. cruzi. lLa
administracion de ligandos de AhR durante la infeccion favorecié el desarrollo de la respuesta
regulatoria en ratones B6. Sin embargo, la expansién de células T regulatorias en la fase aguda
condiciond la aparicion de la respuesta inmune protectora parasito especifica perjudicando la
resistencia del hospedador a la infeccién. Mediante la utilizacion de ratones con un AhR de baja

respuesta a ligando (AhRd) se evidencié que la sefializacion AhR por ligandos generados durante
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la infeccién condiciona el desarrollo de una dptima y robusta respuesta Th1 especifica capaz de
eliminar el parasito y su correcta contraccién para evitar la inmunopatologia. Asi mismo,
durante la infeccién con T. cruzi, AhR restringe la diferenciacion de las células T CD8+ de
memoria especifica contra el parasito. Finalmente, en sueros de pacientes en la etapa crénica e
individuos sanos se observd que durante la infeccidn con T. cruzi y en los diferentes estadios de
la Enfermedad de Chagas crénica se modula de manera diferencial los niveles de agonistas de
AhR en suero y el perfil de metabolitos del triptéfano. Pudiendo resultar algunos de estos

metabolitos de utilidad como biomarcadores de la enfermedad o indicadores de severidad.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Enfermedad de Chagas, AhR, respuesta inmune.
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ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ACRONIMOS

3-HAA Acido 3-hidroxiantranilico

3-HK 3-hidroxikinurenina

ACP Analisis de componentes principales

ADN Acido desoxirribonucléico

ADNc ADN copia

AhR Receptor para aril hidrocarburos

AhRR Represor del receptor para aril hidrocarburos, del inglés, ary/
hydrocarbon receptor repressor

ANOVA Andlisis de varianza

ARN Acido ribonucléico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

ARNT Translocador nuclear del receptor para aril hidrocarburos, del
inglés, Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

CCC Cardiopatia Chagasica Croénica

cD Células dendritica/s

CMH Complejo mayor de histocompatibilidad

cP Componente/s Principal/es

CPA Célula presentadora de antigeno

CpG Citosina trifosfato seguida de guanina trifosfato

ECG Electrocardiograma

FICZ 6-formilindol [3,2-b]carbazol

Foxp3 Del inglés forkhead box P3

GAPDH Del inglés glycerldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos

GOT glutamico oxadlico transaminasa

GPT glutamico pirdvico transaminasa

IAAId indol-3-acetaldehido

IAIld Indol-3-aldheido
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IDO indolamina 2,3-dioxigenasa

IFN Interferén

IL Interleuquina

IND Indeterminada/o

INF Infectado/s

Ip Intraperitoneal

IPA acido indole-3-propionico

ITE 2(1'H-indol-3'-carbinol)-tiazol-4 carboxilico metil éster
KAT Kinurenina aminotransferasa

KMO Kinurenina 3-monooxigenasa

KO Deficiente genéticamente, del inglés knock-out
KYN Kinurenina

KYNU Kinureninasa

MDMO Macréfagos Derivados de Médula Osea

Mo Macréfago/s

MP Macréfago/s de peritoneo

NI No Infectado/s

NK Células asesinas naturales, del inglés natural killer
pi Post infeccidn

RT-PCR Del inglés real time polymerase chain reaction
TA Triptamina

TCDD 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina

Th Linfocitos T colaboradores, del inglés T helper
Th17 Células T helper 17

Tp Tripomastigotes

Trl Células T regulatorias tipo 1

Treg Células T regulatorias Foxp3+

Trp Triptéfano

TS Transialidasa

WT Salvaje, del inglés wild type
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Enfermedad de Chagas

Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi y mecanismos de infeccion.

Hace aproximadamente 110 afios, Carlos Chagas describe al protozoario Trypanosoma

. . s . s s 1 .
cruzi como agente etioldgico de la enfermedad que luego recibiria su nombre.” Sin embargo, a
pesar de que este descubrimiento tuvo lugar tan solo en el siglo pasado, el parasito ha convivido

con los humanos por mas de 9000 afios.

Las primeras etapas del ciclo de vida de este protozoario involucran la colonizacién del
intestino de insectos hematdéfagos de la subfamilia Triatominae, siendo los principales vectores
en el cono sur del continente americano las especies: Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis y
Panstrongylus megistus. Sin bien estos son los mas comunes, todos los triatominos representan

un peligro potencial como vectores de la enfermedad.**

El ciclo de vida del parasito se inicia cuando el insecto se alimenta de la sangre de un
mamifero infectado en el que se encuentra la forma tripomastigote del parasito. Una vez en el
tracto digestivo del insecto, el tripomastigote se diferencia al estadio epimastigote, y luego a
tripomastigote metaciclico en la porcidn final del intestino del artrépodo. La infeccién en los
mamiferos ocurre cuando el insecto se alimenta de su sangre y el hospedador entra en contacto
con la forma infectiva del parasito (tripomastigote metaciclico) que es eliminada junto con las
heces del insecto en el sitio en el que ocurrid la picadura. El ingreso del microorganismo puede
producirse entonces a través de la herida generada por la picadura o incluso de una membrana
mucosa intacta.’ Una vez en el hospedador vertebrado, el parasito invade de manera local las
células reticuloendoteliales y conectivas diferenciandose a su forma replicativa, amastigote, la
cual comienza a dividirse por fisién binaria. Una vez que las células invadidas se encuentran
repletas de parasitos, estos pasan a la forma tripomastigote, lisan las células y se liberan al
torrente sanguineo y a la linfa lo cual permite la invasion de tejidos alejados del sitio de
inoculacién (Figura 11). Si bien este parasito es capaz de invadir cualquier célula nucleada, tiene

especial tropismo por las células del sistema nervioso, las musculares lisas, estriadas cardiacas y
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estriadas esqueléticas. De igual manera, estudios recientes demostraron que el parasito
también presenta tropismo por los adipositos.5 Tanto el tejido adiposo marrén como el blanco
son blancos tempranos de la infeccion, convirtiéndose en potenciales reservorios del parasito

durante la etapa crénica de la infeccién en humanos y en ratén.>”’

La transmisidn de tipo vectorial no es la Unica que existe. Otras formas de transmisién de
la enfermedad a tener en cuenta son la transmisidn congénita, el consumo de alimentos
contaminados y la transfusidon o trasplante de 6rganos de un donante infectado a uno sano,

siendo los ultimos dos casos de suma importancia para la transmisién en paises no endémicos.®
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Los  tripomastigotes  se
diferencia a epimastigotes
que se replican por fisién
binaria en la porcidon media
del intestino del artrépodo

El vector triatomino se
alimenta de la sangre
de un mamifero
infectado  ingiriendo
los tripomastigotes

Los amastigotes intracelulares se
transforman en tripomastigotes,
rompen la células e ingresan al
torrente sanguineo

Manifestaciones Clinicas
Cronicas

@

Megacolon Cardiomiopatia

S

Derrame
cerebral Megaesdfago

Los tripomastigotes pueden
infectar otras células vy
comenzar un nuevo ciclo de

\ replicacion

Los amastigotes intracelulares
se multiplican por fisidn
binaria dentro de las células

Los epimastigotes se
diferencian a tripomastigote
metaciclico

Los tripomastigotes metaciclicos \ ' 1
son excretados junto con las
heces, ingresan por la herida que
generada por la picadura o a
través de una membrana mucosa
como la conjuntiva

v

Signo de Romaiia

Chagoma de inoculacién

los trippmastigotes metaciclicos
ingresan en las células cercanas al
sitio de la herida, una vez dentro
se transforman en amastigotes

Figura I1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi, transmision vectorial. Adaptado de Perez-Molina y col (2018).2
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La enfermedad de Chagas: Una problemdtica a escala local y global

A pesar de haber transcurrido mds de un siglo desde que se logré asociar a T. cruzi como
causante de la enfermedad de Chagas, y de los esfuerzos realizados para combatirla, aun se la
considera endémica en 21 paises de América Latina. El area afectada abarca desde el Sur de
Estados Unidos hasta Argentina y Chile.®® De acuerdo a la actualizacién publicada por la
Organizacion Mundial de la Salud, el pais con mayor prevalencia de T. cruzi en la regién es
Bolivia con 6,1%, mientras que la prevalencia en Argentina se encuentra entre las mas altas de
la regidn 3,6%. Asi mismo, Argentina y Bolivia dan cuenta del 30,62% de todos los nuevos casos
de Chagas en Latinoamérica.” Esto se traduce en 5,7 millones de personas infectadas en la
region, 38 mil casos nuevos por afio y un nimero de muertes por afio que ronda los 12 mil

casos.4'8

Historicamente, las poblaciones mas afectadas han sido aquellas de escasos recursos
econdmicos, generalmente asentadas en areas rurales. Los procesos de migracion interna hacia
las dreas urbanas, la transmisidon congénita y la transfusion de sangre contaminada, entre otros
factores, han sido los responsables de la transmisidn de la enfermedad hacia areas previamente
no afectadas, probablemente estableciéndose ciclos urbanos en &areas periféricas. Los
movimientos migratorios y la transmisién no vectorial han causado que la enfermedad se
extienda mas alld de sus limites geograficos naturales, convirtiéndose asi en un problema de
indole global (Figura 12).2 Debido al desconocimiento de la patologia por parte de los
profesionales de la salud en regiones no endémicas, los casos de cardiopatia chagdsica no
siempre son reconocidos y las mujeres que presentan riesgo de transmitir la enfermedad a sus
hijos son rara vez monitoreadas.* En relacién a las transfusiones, la legislacién europea evita
gue las personas con historial de Enfermedad de Chagas sean donantes. Sin embargo, la mayor

parte de los individuos infectados son asintomaticos y desconocen su estado.
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Figura 12. La enfermedad de Chagas un problema a escala local y global. Corrientes migratorias desde América
Latina y distribucion global de los casos de Chagas.10 Imagen de Tosello Boari J. (2015).11

Manifestaciones Clinicas y desarrollo de la patologia

La enfermedad de Chagas puede dividirse en dos etapas: una etapa aguda y una cronica.
Se considera que la etapa aguda inicia cuando los pardsitos circulantes son detectables en
sangre mediante microscopia, alrededor de 1-2 semanas después de la transmision

. 12,1
vectorial.*>*?

Esta etapa suele transcurrir de forma asintomatica aunque puede presentarse
sintomatologia leve como fiebre y malestar, ademdas de hepatoesplenomegalia, linfocitosis
atipica e inflamacion en el sitio de inoculacion (chagoma) o edema palpebral unilateral (signo de
Romafia), cuando el sitio de inoculaciéon es la conjuntiva ocular. La etapa aguda solo se
desarrolla de manera severa en alrededor del 1 al 5% de los casos, pudiendo presentarse
miocarditis aguda, derrame pericardico y meningoencefalitis, siendo las manifestaciones de este

tipo mas comunes en individuos inmunocomprometidos y aquellos infectados mediante

_y 1
transmision oral.4’8’ 3

Una vez que se desarrolla la respuesta inmune adaptativa celular y humoral y se
comienza a controlar la carga parasitaria, la etapa se resuelve de manera espontdnea en un
periodo de 4-8 semanas y la parasitemia disminuye de manera notable a partir del dia 90 post
infeccién (pi).*® Este periodo en el que el nimero de parasitos circulantes se encuentra en
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niveles no detectables mediante microscopia, pero permanecen en los tejidos en su forma
amastigote, se denomina etapa crénica de la infeccion.'® El 60-70% de los pacientes que llegan a
la etapa crénica de la enfermedad no desarrollan sintomas. Se dice que estos individuos
transcurren una fase “indeterminada” (IND), tienen buena prognosis y se caracterizan por ser
seropositivos para T. cruzi, no presentar sintomas clinicos a nivel cardiaco ni digestivo y

presentar electrocardiograma y radiografia de térax normales.®

Sin embargo, e incluso cuando
los estudios corrientes no evidencian la presencia de miocarditis, es posible que pacientes
clasificados como IND presenten una miocarditis subclinica. Asi, T. cruzi ha sido hallado en
biopsias endomiocardicas de pacientes no diagnosticados con enfermedad cardiaca, y tanto en
humanos como en animales de experimentacién se han documentado cambios patoldgicos

como degeneracién de miocitos, infiltrado inflamatorio y fibrosis.*>™’

La progresidon de los pacientes crénicos con la forma indeterminada de la enfermedad
hacia alguna de las formas clinicas, mas comuUnmente la miocardiopatia dilatada, es de
alrededor del 1,85 al 7% anual. Se considera que alrededor del 30 al 40% de los pacientes
cronicos, luego de 10 a 30 afios de la primoinfeccién, presentaran manifestaciones clinicas
cardiacas, digestivas (megaesdfago y megacolon) o cardiodigestivas.®*® Ademas, la reactivacion
de la enfermedad puede ocurrir en pacientes crénicos inmunocomprometidos, tal como

. , . . . 1
aquellos infectados con HIV o que estan bajo tratamiento con drogas inmunosupresoras. ™

Las manifestaciones clinicas de tipo gastrointestinal son menos comunes que las
cardiacas y se evidencian mayormente en individuos pertenecientes a paises del cono sur
(Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Paraguay), considerando que estas diferencias geograficas
estan ligadas a la prevalencia de distintas variedades genotipicas de las cepas de T. cruzi en el

norte (Tcl) y al sur (Tcll, Vy VI) del ecuador.’®

La patologia cardiaca es la afeccién mas frecuente y la mas severa que desarrollan los
pacientes en la etapa crdénica de la infeccién, siendo las diversas alteraciones de caracter
estructural y funcional consecuencia de tres procesos clave como inflamacidn, muerte celular y
fibrosis. Entre los signos iniciales mds comunes se encuentran el bloqueo de rama derecha y del
fasciculo anterior izquierdo del haz de His y alteraciones segmentarias de la motilidad de la

pared del ventriculo izquierdo. Entre las manifestaciones tardias se incluyen la disfuncion del
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nddulo sinusal que lleva al desarrollo de bradicardia severa, bloqueo auriculoventricular,
taquicardia ventricular sostenida o no sostenida, extra sistole ventricular compleja, cardiopatia
dilatada progresiva con insuficiencia cardiaca congestiva, aneurisma apical, embolia debido a la
formacién de trombos en el ventriculo izquierdo dilatado y aneurisma. La muerte subita es la
principal causa de decesos entre los pacientes con Cardiopatia Chagasica Crénica (CCC), seguido
de la falla cardiaca refractaria y tromboembolismo.® De acuerdo a la organizacién mundial de la
salud, Argentina registra el mayor numero de casos de CCC (376.309 casos), lo cual se

corresponde con el 32,13% de los casos registrados en América Latina.’

Los mecanismos de patogénesis de la CCC no se conocen por completo. Sin embargo,
distintos estudios en pacientes IND y CCC mostraron que los individuos en la fase IND presentan
una respuesta inmune de tipo regulatorio mientras que en los pacientes con CCC predomina un
perfil inmune de caracteristicas inflamatorias. En efecto, monocitos/macréfagos (Mo) de
pacientes IND cultivados en presencia de T. cruzi presentan un perfil regulatorio con alta
produccién de la citoquina anti inflamatoria IL-10 y baja expresion de antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad (HLA-DR) mientras que los provenientes de pacientes CCC se

20 Resultados similares se evidenciaron al estimular células

caracterizan por producir TNF.
mononucleares de sangre periférica (PBMC) con lisado de T. cruzi; los pacientes con CCC
presentan un mayor porcentaje de células productoras de IFN-y, la mayor parte de las cuales
expresan los marcadores de superficie CD3 y CD4+ (perfil Thl), en relacién a los IND que
ademas presentan un mayor porcentaje de células productoras de IL-10. Los autores sugieren

que los individuos IND mantienen niveles altos de IL-10 y bajos de IFN-y por lo que no

, 21
desarrollarian CCC.

Esta diferencia en la respuesta inmune entre individuos de una misma especie se puede
observar también entre las cepas de ratén C57BL/6 (B6) y Balb/c, presentando la primera mayor
capacidad de controlar la parasitemia, con 6 veces menos cantidad de parasitos en sangre en el
pico de la parasitemia que los Balb/c, mayores niveles de TNF y menores niveles de IL-10
circulante. Ademas, la mayor respuesta inflamatoria en los ratones B6 se asocia a un
incremento en la mortalidad, mayor dafio hepdtico e infiltrado inflamatorio, lo que se

encontraria asociado a un desbalance entre mediadores pro- y anti-inflamatorios. Estos
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resultados sugieren que individuos de una misma especie pueden presentar una mayor
susceptibilidad a la infecciéon o a la inmunopatologia asociada a la infeccion, lo que sefala la
importancia del componente genético de cada individuo.?* Entonces, al igual que lo observado
en los pacientes con CCC, los ratones B6 no son capaces de controlar de manera eficiente la
respuesta inflamatoria lo que derivaria en el posterior dafio tisular ocasionado mds por la

respuesta inflamatoria que por la carga parasitaria.

Por otro lado, distintos estudios sugieren que la persistencia del parasito en los tejidos
estaria asociada con la severidad de la enfermedad. En este sentido, el analisis de corazones
provenientes de pacientes que cursan la etapa crénica de la enfermedad mostré que en el 58%
de las secciones de tejido estudiadas se evidenciaba la presencia de antigenos de T. cruzi, y que
este porcentaje ascendia al 100% en los fragmentos que mostraban miocarditis severa, mientras
que en la mayor parte de los casos en los que el infiltrado inflamatorio se encontraba ausente o
era leve, no se hallaron parésitos.” En trabajos mds recientes se observé que en muestras de
autopsia de pacientes IND y con CCC la carga parasitaria, determinada mediante cuantificacion
de la presencia del ADN parasitario por PCR, se correlaciona con la presencia de

cardiomiopatia.”*

Entonces, la incapacidad de controlar la respuesta inflamatoria, sostenida debido a la
persistencia del parasito e influenciada tanto por factores relacionados con el hospedador como

. . . , , . 472
con el microorganismo, jugaria un rol preponderante en la patogénesis de esta enfermedad.**

Respuesta Inmune frente a T. cruzi

En el control de la infeccién por T. cruzi se ven involucradas distintas poblaciones
celulares y mediadores solubles que intervienen activamente para controlar la replicacién del
parasito, entre ellos podemos mencionar a las células de la inmunidad innata y adaptativa como
los linfocitos Natural Killer (NK), macréfagos (Mo), células dendriticas (CD), linfocitos B,

linfocitos T CD4+ y CD8+ y las citoquinas proinflamatorias como IFN-y, TNF e IL-12.
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Sin embargo, como resultado de los miles de afios de coevolucidn parasito-hospedador,
T. cruzi ha desarrollado diversos mecanismos para evadir esta respuesta sin perjudicar de
manera critica al hospedador, favoreciendo asi el establecimiento de una infeccidn crénica. Esta
adaptacion explicaria en parte por qué la respuesta del sistema inmune frente al

microorganismo no es lo suficientemente efectiva como para eliminarlo por completo.?

Inmunidad innata

El reconocimiento inicial de T. cruzi por los macréfagos y otras células de la inmunidad
innata se encuentra mediado por los receptores tipo Toll (TLR) que reconocen una variedad de

ligandos exégenos.?’

El pardsito expresa en su superficie grandes cantidades de glicoinositol fosfolipidos
(GIPL), que pueden encontrarse como GIPL anclados a membrana o en su forma libre. Estas
moléculas son reconocidas por los receptores TLR2 y TLR4, respectivamente.”®* El ARN vy el
ADN parasitario, que contiene abundantes motivos CpG, son reconocidos por TLR7 y TLR9 que
se localizan en el citoplasma.®® En primera instancia la sefial se transmite a través del dominio
citoplasmatico de los TLR, Toll/IL-1R. Posteriormente, se produce el reclutamiento de diferentes
mediadores citoplasmaticos, entre ellos MyD88, que activan la cascada de sefializacién que
resulta en la activacidn del factor nuclear inducible —kB (NFkB) y la consecuente produccién de

. . . . 1
citoquinas inflamatorias.?

Los Mo y células dendriticas (CD) que han contactado con el parasito comienzan a
producir IL-12 y TNF en el caso de los Mo (Figura 13).** La IL-12 es censada por otra poblacién
celular de la inmunidad innata, las células NK que mediante la liberacién de perforinas y
granzimas vy la induccion de apoptosis mediada por Fas-L destruyen las células infectadas. Estas
células también contribuyen con el control de la parasitemia mediante la eliminacién de
parasitos libres a través de un mecanismo independiente de perforinas.®® Ademds, las células
NK luego de recibir la sefializacion por IL-12, comienzan a producir IFN-y lo que las convierte en
las principales productoras de esta citoquina en los estadios tempranos de la infeccion. El IFN-y

participa en la activacidn de los Mo induciendo la expresidn de la enzima dxido nitrico inducible
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(iNOS) con la consecuente produccion de o6xido nitrico (ON), uno de las principales moléculas

33,34

efectoras de la muerte de los pardsitos intracelulares. A su vez, el TNF producido por los Mo

funciona como una seiial autdcrina que estimula y sostiene la produccién de ON en los Mo

3236 | a internalizacién de T. cruzi por los Mo

activados, contribuyendo a la accién trypanocida.
promueve la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) entre ellos los radicales libres
del oxigeno (0O;), generados por el complejo NADPH oxidasa, los cuales reaccionan con ON para
producir peroxinitritos (ONOQO’) una molécula altamente oxidante y citotdxica, capaz de dafiar la
integridad de membrana y la funcionalidad de las proteinas parasitarias, resultando también

efectivas en la eliminacién de T. cruzi.*’

Por otro lado, el IFN-y favorece la expresién y la induccidn de la actividad catalitica de la
enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), la cual se expresa en altos nivelesen CDy Mo y es la
encargada de catabolizar el aminoacido esencial triptéfano (Trp).*® La degradacion de este
aminoacido da lugar a un fenédmeno conocido como deprivacion de Trp, que afecta el
crecimiento de ciertos patégenos intracelulares como Chlamydia sp y Toxoplasma gondii.>>*°
En este sentido, Knubel y colaboradores demostraron que 3-hidroxikinurenina (3-HK), uno de
los metabolitos generados por IDO, posee un efecto tdxico directo sobre diferentes formas

del parasito induciendo cambios morfolégicos y alteraciones en la movilidad que repercuten

. . . . ., 41
en su capacidad infectiva y de replicacion.
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Figura 13: Respuesta inmune innata y adaptativa durante la infeccidn con T. cruzi. Al ingresar al hospedador T.
cruzi es reconocido por células de la inmunidad innata, entre ellas las células dendriticas (CD) y macréfagos (Mo).
Los Mo fagocitan el parasito, se activan y producen grandes cantidades de especies reactivas del nitrégeno y
oxigeno y catabolitos del Trp (kinureninas), que ejercen un efecto citotéxico directo sobre el parasito. Los Mo
activados producen IL-12 y TNF que inducen la produccién de IFN-y por las células NK, favoreciendo la activacion de
un mayor nimero de Mo y condicionando la respuesta de linfocitos T. Las CD inician la respuesta inmune
adaptativa presentando antigenos a los linfocitos T virgenes. Elevadas cantidades de IL-12 e IFN-y llevan al
desarrollo de una potente respuesta Thl que colabora en la activacién de Mo y en la respuesta humoral en la que
predomina la produccién de anticuerpos especificos de los isotipos 1gG2a e IgG1 que participan en la opsonizacion
y favorecen la lisis del parasito. Mientras tanto se genera una respuesta citotdxica de linfocitos T CD8+ que es
crucial para el control del parasito en células musculares (CM), principales blanco de la infeccidn crénica, y tejido en
general. Adaptado de Junqueira y col. (2010).%

Inmunidad adaptativa

Las células y moléculas que intervienen en la primera etapa de la infeccién
constituyen el nexo hacia el desarrollo de la inmunidad adaptativa. Las CD y los Mo son las
principales células presentadoras de antigeno (CPA) que instruyen este proceso ya que

poseen la capacidad de procesar y luego presentar los antigenos parasitarios en el contexto
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del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) tipo | y Il a las células de la inmunidad

adaptativa T CD8+ y T CD4+, respectivamente.

Una vez que contactaron con el antigeno, los linfocitos T CD8+ se activan y adquieren
su funcién citotdxica para asi eliminar células infectadas, mientras que los linfocitos T CD4+
pueden diferenciarse en distintas subpoblaciones de células T colaboradoras o T helper (Th).
Esta diferenciacién es el resultado de la expresion de un programa transcripcional
caracteristico dictado por las senales recibidas de las CPA y el microambiente de citoquinas
presentes. Las células T virgenes pueden adquirir un fenotipo Th2 cuando son estimuladas en
presencia de IL-4. Estas células se caracterizan por la produccidn de citoquinas como IL-4, IL-5
e 1L-13." Por otro lado, las citoquinas IL-12 e IFN-y secretadas por las CPA y las células NK
luego de la infeccidn, crean un microambiente que favorece la diferenciacion de las células T
CD4+ virgenes hacia un fenotipo Thl. Precisamente, la respuesta de tipo Thl junto con la
elevada y sostenida produccién de IFN-y constituyen una de las caracteristicas inmunoldgicas
distintivas de la infeccién por T. cruzi.** La contribucién de la actividad microbicida del IFN-y
por las células de la inmunidad adaptativa se encuentra asociada al aumento de la expresion
de iNOS e IDO vy la produccién de ON y catabolitos del Trp por los Mo, como se describié
sucede en la inmunidad innata.*® Diversos estudios realizados en modelos murinos confirman
la importancia de los componentes de la respuesta Thl para lograr un efectivo control del
parasito en la etapa aguda. En este sentido, se ha reportado que la administracién de IFN-y
recombinante a ratones infectados reduce la mortalidad e inmunosupresion observada en la
etapa aguda.44 En congruencia con estos hallazgos, experimentos realizados en ratones
deficientes en IFN-y (IFN-y KO), en su receptor (IFNyR KO) o en IL-12 (IL-12 KO) muestran

mayor parasitemia, severidad histopatolégica y mortalidad que los ratones salvajes (WT). %8

Ademas, la infeccién lleva a la activacion policlonal de los linfocitos B y alrededor de
dos semanas luego de la infeccidn comienza a generarse la respuesta de anticuerpos
especificos capaces de opsonizar al pardsito para favorecer su fagocitosis y mediar la
toxicidad celular dependiente de anticuerpos.”’ Asi, durante la etapa aguda de la infeccidn,

las células B juegan un papel importante en el reclutamiento de las células CD4+ y CD8+ al
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bazo y en la generacién y mantenimiento de las poblaciones de células de memoria y

efectoras.*®

Por otro lado, debido a que durante el ciclo de vida de T. cruzi en mamiferos predomina
la forma intracelular amastigote, los linfocitos T CD8+ resultan muy importantes para el control
del parasito por su capacidad de reconocer células infectadas y eliminarlas.*® En este sentido, la
eliminacion de las células T CD8+ en ratones infectados con T cruzi, lleva al incremento de la
carga parasitaria en corazon, tanto en la etapa aguda como crénica, por lo que su rol resultaria

051 Ep concordancia, modelos de infeccién utilizando

critico a lo largo de toda la infeccidn.
ratones deficientes en la proteina B2-microglobulina (B2-microglobulina KO), los cuales no
poseen células T CD8+, ya que la expresiéon de esta proteina se encuentra asociada a los
productos del loci de MHC-I que son de vital importancia para la seleccién positiva de las células
T CD8+ en timo, son mas susceptibles a la infeccidn, presentando parasitemias mds elevadas

que los WT y una muerte prematura. °>>>

Regulacidn de la respuesta inmune

Si bien la resistencia durante la infecciéon experimental con T. cruzi depende
fuertemente de la rapida induccidn de una respuesta inflamatoria de tipo Th1l y la expansion
de la poblacién de células T CD8+, debe poder generarse una respuesta regulatoria adecuada
capaz de controlar la respuesta inflamatoria; ya que la produccién exacerbada de mediadores
inflamatorios se encuentra relacionada con el desarrollo de inmunopatologia y asociada a un
estadio clinico de mayor severidad.?* Entre las células con actividad regulatoria capaces de
controlar la respuesta de tipo Thl se encuentran las células T regulatorias CD4+ CD25+

Foxp3+ (que de ahora en mas se denominaran como Treg).

Se ha reportado que los pacientes categorizados como IND presentan un mayor
porcentaje de células Treg en sangre periférica que los pacientes con CCC, lo que podria
indicar la participacién de esta poblaciéon en el control del dano tisular y el posterior

desarrollo de cardiopatia.>>>®

Ademas, se ha observado que los ratones B6 que desarrollan
una importante respuesta inflamatoria de tipo Th1l no son capaces de expandir la poblacién
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de células Treg mientras que sufren una gran expansion de células T efectoras, lo que da
como resultado un incremento en la relacion de células T efectoras/Treg y patologia hepatica

inflamatoria.>”>®

Por otro lado, en los modelos de infeccién desarrollados en ratones Balb/c
se observa un perfil de respuesta de tipo Th2 y una expansién de la poblacidon de células Treg
(resultados no publicado), mostrando estos ratones un control mas eficiente de la respuesta
inflamatoria pero menos eficiente de la replicaciéon parasitaria que los ratones B6.> En esta
cepa la muerte en la etapa aguda se produce debido a que la respuesta inmune generada
resulta ineficiente para controlar la replicacidon parasitaria. En este sentido, recientemente
dos diferentes grupos han reportado el limitado desarrollo de la poblacién Treg en la infeccidn

con T.cruzi resulta critico para permitir el desarrollo de la respuesta T CD8+ protectora. >”*°

Asi, se podria hipotetizar que la severidad de la inmunopatologia inducida por T. cruzi
podria ser controlada mediante la regulacién del balance entre células T efectoras y Treg, y
que las acciones enfocadas a modificar este balance podrian representar estrategias

terapéuticas prometedoras.

El Receptor para Aril Hidrocarburos

El receptor para aril hidrocarburos (AhR), es un factor de transcripcion citoplasmatico
dependiente de unién a ligando. Analisis filogenéticos muestran que homdlogos de este gen se
encuentran presentes en todos los grupos vertebrados y en varios invertebrados, entre ellos

artrépodos (D. melanogaster) y nematodos (C. elegans).®*%

Estructura

AhR pertenece a la superfamilia de proteinas Per-Arnt-Sim (PAS). En la estructura del
receptor se destacan 3 regiones: la porcion N-terminal hélice-bucle-hélice basica, del inglés

basic helix-loop-helix (bHLH), que le confiere la capacidad de interaccionar con el ADN y ayuda
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en el proceso de dimerizacidn, la regién PAS que interviene en la dimerizacidn, interaccion con
moléculas chaperonas y en la unién del receptor a sus ligandos y por ultimo una porcion
C-terminal variable donde se encuentra una region rica en glutamina a la cual se uniran los

factores de transactivacion para favorecer la transcripcion de sus genes blanco. (Figura 14).67%

AHR bHLH PAS TAD

(B B B )

NLS -

NES -
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Dominio de Dimerizacién —_
Dominio de unidn a ligando/Ara9/Hsp90
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bHLH PAS TAD

(N B B )
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Dominio de union al ADN
Dominio de Dimerizacion —

Figura 14. Estructura y dominios de AhR y ARNT. La secuencia de localizacion nuclear (NLS) y la secuencia de
exportacion nuclear (NES) se encuentran dentro de la regidon bHLH, asi como también el dominio de unién al ADN.
El dominio PAS media la heterodimerizacion y unién de moléculas chaperonas. La regién C-terminal es variable,
contiene el dominio de transactivacién (TAD) responsable de activar la transcripcion luego de su union al ADN.

(Imagen adaptada de Stevens y col. 2009)

Los miembros de esta superfamilia funcionan como sensores ambientales y se los ha
asociado con diversas respuestas adaptativas asociadas a estimulos como la regulacién del ciclo
circadiano, la respuesta a hipoxia y la regulacién de la respuesta metabdlica y toxica frente a
determinadas moléculas de pequefio tamafo. Las respuestas generadas en estas vias de
sefalizacidn se producen luego de que las proteinas PAS sensan variaciones en el ambiente en
el que se encuentran, tales como cambios en las condiciones de luz, modificaciones en los

niveles de oxigeno y la exposicién a xenobidticos u otros compuestos de estructura similar.®®
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Sefializacion AhR y mecanismos de regulacion

La via de sefializacion de AhR que ha sido estudiada mas extensivamente es la
denominada “via de sefializacion candnica” e involucra la interaccion de AhR con secuencias
consenso presentes en el promotor de sus genes blanco, favoreciendo asi la transcripcion de

éstos.

En ausencia de ligandos, AhR se encuentra en el citoplasma de la célula formando un
complejo junto a las moléculas chaperonas heat shock protein 90 (HSP90), P23, la proteina 9
asociada al receptor para aril hidrocarburos (ARA9, también Ilamada AIP o XAP2) y también se
ha reportado que puede interaccionar con otras proteinas citoplasmaticas como la quinasa SRC
(Figura 15).8” Cada una de estas proteinas cumple un rol especifico: HSP90 mantiene al receptor
en una conformacidon que permita la mayor afinidad de unién con los ligandos mientras
previene su migracion al nucleo, P23 estabiliza la interaccion AhR-HSP90-ARA9 favoreciendo la
sefializacion de AhR por inhibir su ubiquitinacion y degradacion, mientras que SRC estaria
involucrada en los primeros procesos luego de la activacion de AhR, interaccionando con

moléculas blanco mediante la fosforilacién de las mismas.®®"°

Una vez que un ligando ha ingresado a la célula se une al receptor favoreciendo un
cambio conformacional en el complejo de proteinas que expone la secuencia de localizacién
nuclear (NLS) de AhR posibilitando su migracién al nucleo. Una vez alli la proteina translocadora
nuclear de AhR (ARNT) estimula la liberaciéon de AhR del complejo de moléculas chaperonas e
interacciona con AhR mediante la regién PAS, formando un heterodimero.” Luego, el complejo
AhR:ARNT se une a secuencias conservadas en el ADN denominadas elementos de respuesta a
dioxinas o también elementos de respuesta a xenobidticos (DRE o XRE). La interaccién con estas
secuencias se encuentra asociada a la transcripcién de diversos genes, entre ellos los genes de
la denominada “bateria de genes de AhR” se consideran un marcador de la activacién de AhR.
Este grupo de genes incluye enzimas que intervienen en la fase | y Il del metabolismo de
xenobidticos siendo de vital importancia en el proceso de detoxificacién. Entre estas proteinas

se encuentran la citocromo P450 (CYP) 1A1, CYP1A2, CYP1B1, familia glucuroniltransferasa 1
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polipéptido A6 (UGT1A6), NAD(P)H quinona oxidoreductasa 1 (Noq), Aldehido deshidrogenasa
(Aldh3a1l) y glutation S-transferasa (GST-Ya).”

Ademas del sistema de chaperonas que impide la traslocacién inespecifica de este
receptor al ndcleo, la actividad de AhR se encuentra regulada por otras moléculas. Una de ellas
es la proteina represora de AhR (AhRR) que se transcribe junto con la bateria de genes de AhR.
Algunos estudios indican que AhRR es capaz de unirse a ARNT y que la inhibicidn en la actividad
de AhR se debe a que esta molécula impide su unién a los sitios XRE mediante el reclutamiento

374 E| otro mecanismo de regulacién consiste en la eliminacién mediante

de corepresores.
proteosoma de las moléculas de AhR que se encuentran libres en el citoplasma luego de su
salida del nucleo.”® El hecho de que la sefalizacion de AhR se encuentre regulada
negativamente por dos mecanismos independientes podria implicar que ha existido una
seleccion evolutiva que controla la sobreexpresion de la bateria de genes que se generan luego

de la activacion AhR.

En la sefializacion de tipo “no candnico” la actividad de AhR no se encuentra asociada a
su union a sitios XRE en el ADN. El receptor es capaz de interaccionar con secuencias presentes
en la region promotora de distintos genes mediante su asociacion con los factores de
transcripcion que se unen especificamente a estas regiones. Asi, AhR puede controlar la
actividad de estos factores de transcripcidn, ya sea de manera directa o indirecta modulando su
sefializacién.”® Ademds, se ha descripto que AhR posee actividad de ubiquitina E3 ligasa, por lo
gue puede ubiquitinizar proteinas favoreciendo su posterior degradacidon via proteosoma,
controlando su biodisponibilidad y por ende interfiriendo en su sefalizaciéon. Esta funcién
compite con su funcién candnica de factor de transcripcion y el hecho de que actue de una u

otra manera depende en parte de la disponibilidad de ARNT.>””’
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Figura I5. Senalizacién AhR y mecanismos de regulacion. a. Via de sefializacién candnica. AhR se encuentra de
forma inactiva en el citoplasma unida a chaperonas que lo mantienen inactivo y previenen su degradacion por
proteosomas. Al unirse a un ligando, el complejo se trasloca al nucleo donde forma un heterodimero con ARNT y se
une a secuencias XRE del ADN. b. Via de sefializacion no candnica. Luego de unir ligando, AhR puede interaccionar
con otros factores de transcripcion y modular asi la actividad de estos. Asi, puede modular la accion del factor de
transcripcion pro-inflamatorio NF-kB en forma directa e indirecta. Ademas, AhR funciona como una E3 ubiquitina
ligasa favoreciendo la degradacion por el proteosoma de proteinas blanco. Por otro lado, luego de liberarse de su
complejo con chaperonas, la activacion de AhR inicia cascadas de fosforilacién dependientes de la quinasa SRC.
CUL4B, complejo ubiquitin ligasa cullin 4B; ESR, receptor de estrégeno; KLF6, factor tipo Kriippel-like; RAR, acido
retindico; RB, proteina del retinoblastoma; SOCS2, supresor de la sefializacion de citoquinas tipo 2; Ub,
ubiquitinacion. (Imagen adaptada de Rothhammery col. 2019).70
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Ligandos enddgenos de AhR

AhR fue descubierto al intentar dilucidar los mecanismos que median la toxicidad del
2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD), un producto secundario formado en la sintesis de
herbicidas que se determind era el causante de los brotes de cloracné observados en
trabajadores de esta industria quimica luego de exposicién accidental. Fue bajo este contexto
que se determind que los efectos tdxicos observados son mediados por AhR y que TCDD
funciona como su ligando.”® Luego se caracterizaron otros ligandos de alta afinidad que incluian
moléculas toxicas y quimicos hidrofébicos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP),

bifenilos policlorados (PCB), dioxinas halogenadas y compuestos relacionados.”**°

Sin embargo,
al considerar factores como la alta tasa de conservacion evolutiva del receptor, las
anormalidades fisioldgicas observadas en ratones que expresan un gen de AhR no funcional, la
expresion temprana durante el desarrollo fetal de genes que poseen sitios DRE, y el hecho de
que a pesar de que los ortélogos de AhR presentes en invertebrados se encuentran altamente
conservados no son capaces de unirse a TCDD, ligando de activacién prototipico en mamiferos,

se pone de manifiesto la importancia a nivel fisiolégico de este receptor, asi como también la

. . . P . 1
existencia de ligandos enddégenos capaces de activarlo.?

Entre las fuentes de ligandos enddgenos se encuentran aquellos derivados de la dieta.
Los vegetales cruciferos como brécoli, repollo de Bruselas y coliflor, contienen abundante
cantidad de compuestos de base inddlica que luego de sufrir transformaciones enzimaticas en el
organismo son capaces de actuar como agonistas de AhR.®? Otros fitoquimicos como indigo e
indirubina se han descripto como ligandos y han sido detectados en orina.?* Se propone que
estos compuestos pueden originarse de manera enddgena mediante la actividad de CYP1A1
(enzima del citocromo P450 inducida por actividad de AhR); sin embargo, considerando la
concentracion en la que se encuentran en circulacién y su ECso, éstos podrian no ser de

81,83

relevancia como ligandos enddgenos a nivel fisioldgico. Por otro lado, productos generados

por la metabolizacion de los grupos Hemo presentes en la hemoglobina, tales como bilirrubina y

84,85

biliverdina, son capaces de activar AhR e inducir la transcripcion de Cyplal. Los ecosanoides

y prostaglandinas, metabolitos derivados del metabolismo del acido araquidénico, como la
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8687 A su vez la

lipoxina 4A y la prostaglandina G2, también llevan a la transcripcion de Cyplal.
activacion de AhR favorece la transcripcion ciclooxigenasa 2 (COX-2), enzima que participa en la
formacién de prostaglandinas a partir del acido araquiddnico, lo que lleva al aumento de la

cantidad de ligandos disponibles.88’89

Las vias de metabolizacién del Trp constituyen la fuente de ligandos de AhR con mayor
potencial como ligandos enddgenos. Entre los circuitos metabdlicos encargados del catabolismo
del Trp se encuentran la via de la serotonina, de la triptamina, de la melatonina y la via de las
kinureninas. Esta ultima es la principal via de degradacién del Trp en mamiferos y da cuenta del
95% de la degradacién de este aminoacido y por ende es la que genera mayor cantidad de
catabolitos.* Bajo condiciones fisioldgicas, alrededor del 90% de la degradacion de Trp tiene
lugar en el higado, proceso que es realizado por la enzima triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO), la
cual se encuentra en el primer paso de la degradacion del Trp en la via de las kinureninas. Existe
ademas una via extrahepatica, controlada por la enzima indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO). Si
bien la contribucidn de IDO a la degradacién del Trp es alrededor del 10-15%, la relevancia de la
via aumenta considerablemente bajo condiciones de activacién inmune. Esto se debe
principalmente a que el IFN-y generado bajo dichas condiciones induce la expresién de la
enzima IDO incrementando su transcripcién de 20 a 4000 veces, convirtiendo a la via de las
kinureninas catabolizada por IDO en uno de los mayores controladores de la biodisponibilidad
de Trp en condiciones inflamatorias.’® Se ha reportado que varios de los ligandos producidos en
la via de las kinureninas, tales como L-kinurenina (KYN), 3-HK, acido kinurénico, acido
cinabarinico y otros derivados de las demas vias de degradacién del Trp son ligandos de AhR.%%
% Los estudios de interaccion de AhR con ligandos muestran que los que presentan mayor
afinidad de unién son compuestos planos, alargados, con ramificaciones laterales, con una
region media pequefia y con potenciales sitios de union a puentes de hidrégeno en la regién
media.”” KYN no parece obedecer a esta configuracién y los analisis computacionales realizados
para comprender cdmo esta molécula se une al receptor no lograban explicar su capacidad de

2 . . . .
929 Recientemente, se han identificado dos derivados que se generan

unién a AhR.
espontaneamente a partir de KYN y que actuan como ligandos de alta afinidad siendo activos a

concentraciones en el orden de picomolar. Estos compuestos recibieron la denominacién
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TEACOPs (trace-extended aromatic condensation products) y sus estructuras coinciden con las
predichas por los modelos computacionales. Asi, la existencia de estas moléculas derivadas de
KYN podria explicar por qué un compuesto que presenta una estructura tan diferente a la
cldsica es capaz de llevar a la activacion de AhR.?® En este sentido, es importante mencionar que
una caracteristica importante de las proteinas PAS es poseer una estructura flexible
denominada “belt” en su sitio de unién a ligando, que en el caso de AhR es mas larga y flexible
lo que le confiere capacidad de unirse a un gran numero de ligandos con estructuras

relativamente distintas. °®

Se han descripto otros ligandos de AhR derivados del Trp. Entre los mds estudiados se
encuentra el 6-formilindol [3,2-b]carbazol (FICZ) un fotoproducto generado en piel por la
incidencia de luz ultravioleta en el Trp, que lleva a la apertura de su anillo indol. Una de las
caracteristicas por la que se considera importante a FICZ es su alta afinidad de unién a AhR,
siendo la constante de unidn de este ligando muy similar a la de TCDD. Sin embargo, estudios
recientes utilizando condiciones de irradiacion UV cercanas a los valores reales a los que
estamos expuestos, mostraron que FICZ representa tan sélo un 0,03% de los productos
generados en forma fisioldgica.”’ Otro compuesto generado a partir del Trp, es 2(1'H-indol-3"-
carbinol)-tiazol-4 carboxilico metil éster (ITE), el cual proviene de la condensacion del Trp con
cisteina.”® Este ligando aislado originalmente de pulmén de cerdo, presenta al igual que FICZ
alta afinidad de unidn con el receptor, ademas durante los ensayos de competencia realizados
con [*H]-TCDD demostré capacidad de unirse a isoformas de AhR de distinto origen: humana,
murina, de zebrafish vy killifish.”® Ademds, se ha reportado que posee funciones
inmunoregulatorias y anticancerigenas,” % lo cual sumado al hecho de que no es téxico, lo
convierten en una molécula con gran potencial para ser utilizada en el desarrollo de nuevas
terapias. Por otro lado, una de las incdgnitas que se plantea respecto a este ligando es si existe
como tal en el tejido de mamiferos, ya que debido a las condiciones del medio utilizado para
aislarlo, la cual involucrd el uso de altas temperaturas y condiciones acidas es posible que ITE

sea un subproducto generado durante este proceso.”®

La metabolizacion del Trp por los microorganismos que conforman la microbiota

representa también otra fuente de ligandos enddgenos. Bacterias como Escherichia coli,
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Clostridium spp. y Bacteroides spp. poseen la enzima triptofanasa que convierte el Trp de la
dieta en indol que posteriormente puede ser transformado en el higado en indoxil 3-sulfato

(13S), molécula que se ha reportado es capaz de activar AhR.'%'%*

Otra via metabdlica que
genera ligandos de AhR involucra la conversién del Trp en triptamina (TA) o en acido indol-3-
acético (IAA), mientra que este ultimo por descarboxilacion dara lugar a la formacién del 3-

| 82,103

metil-indol, también llamado escato El indol-3-aldehido (IAld), acido indole-3-propionico

(IPA), indol-3-acetaldehido (IAAld), son también productos del metabolismo microbiano que han

sido identificados como ligandos de AhR.2*'%

Otro grupo de metabolitos producidos por
bacterias comensales involucrados en interacciones huésped-microbiota son los acidos grasos
de cadena corta, que se originan por fermentacion de fibras de la dieta, indoles y de la

105 Estudios en los qgue lineas celulares humanas y murinas fueron

degradacion del Trp.
cultivadas en presencia de butirato, acetato o propionato mostraron que estos acidos grasos
favorecen la expresion de genes asociados a la actividad de AhR, entre ellos Cyplal, Cyplbly
Ahrr. Ademas, al cultivar estas células en presencia de ligandos de AhR, como TCDD, indol o TA,
se observé un incremento en la expresion de genes asociados a AhR. Cabe destacar que no
todos los acidos grasos fueron capaces de aumentar la transcripcion de los genes analizados en

1 . .
% En concordancia, un estudio

el mismo rango, sino que es dependiente del contexto celular.
reciente sugiere que butirato seria un ligando de AhR, ya que en ensayos in vitro utilizando
lineas celulares de células epiteliales humanas se observd que es capaz de activar AhR y genes
relacionados, independientemente de su actividad como inhibidor de la histona deacetilasa.
Adempas, aumenta la translocacion de AhR al nucleo y disminuye la sefial del sistema reportero
asociado a luciferasa que indica actividad de AhR al agregar un inhibidor de AhR.1%
Recientemente, nuevos productos de origen microbiano han sido caracterizados como ligandos
de AhR, entre ellos el acido 1,4-dihidroxi 2-naftalénico (1,4 DHNA) el cual es un intermediario en
la biosintesis de la vitamina K2 y se sabe que es producido también por Propionibacterium
freudenreichii y Lactobacillus casei.’” De manera interesante, en modelos de colitis inducida
por dextran sulfato (DSS) se observé que la administracién de 1,4 DHNA por via oral antes y

después de inducir la enfermedad mejora la sobrevida y el grado de dafio histoldogico que

presentan los ratones.log
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Compuesto Origen Compuesto Origen

Endégenos Endégenos
* Indol-3-carbinol (13C) * 6-formilindol [3,2-b]carbazol (FICZ)
¢ 3,3'-diindolmetano (DIM) * 5-hidroxitriptéfano (SHTP)
« Indol (3,2-b) carbazol (ICZ) * Bilirrubina Metabolismo del
* 2-(indol-3-ilmetil)-3,3"-diindolilmetano Dieta ¢ Bilieverdina SCepEtatty
* Indol-3-acetonitrilo * Lipoxina A4
e Curcumina *Prostaglandina
Diosmina s

e ' *Indigo Enzimas de origen
* Indol * Indirrubina vegetal/mamifero
* Acido indol 3-acético ¢ Triptantrina

) i Levaduras/hongos
* Indol 3-aldheido (1AId) * Malassezina

. . Microbioma 7
* Triptamina Exdgenos
* 3-indoxil sulfato (13S) *2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) Contaminantes
¢ 3-metil indol (escatol) *3-metilcolantreno hal9gepados y
policiclicos
* Kinurenina (Kyn) * Beta-naftoflavona (PAH/HAH)
* Acido kinurénico (KA)
* Acido xanturénico Metabolismo del sOmepracol
3 hospedador
* Acido cinabarinico *VAF347 ;
Sintéticos

*2(1'H-indol-3'-carbinol)-tiazol-4 carboxilico * 4-hidroxitamoxifeno (40HT)

metil éster (ITE) *6-metil-1,3,8-triclorodibenzofurano

Tabla I1. Agonistas de AhR. Adaptado de Shinde y col (2018).109

AhR y el sistema inmune

Desde que se describid por primera vez el rol de AhR como mediador de los afectos
téxicos de TCDD y su papel como activador de la transcripcion de genes asociados a la
metabolizacidn de dioxinas, se han atribuido diversas funciones a la sefializaciéon AhR. Entre
ellas, su activacidon resulta fundamental en el desarrollo del sistema circulatorio, que se
evidencia en las anormalidades presentadas en ratones AhR KO, tales como la inhabilidad para
cerrar el ducto venoso hepdtico, hipertrofia cardiaca, hipertensién, niveles elevados de
vasoconstriccion e inmunosupresidon como resultado de anormalidades en la hematopoyesis.“o'
12 por otro lado, la sefializacion AhR en respuesta al ambiente y compuestos enddgenos
observada en células innatas linfoides de tipo 3 (ILC3) localizadas en la |[dmina propia del
intestino es necesaria para su desarrollo y para la produccion de la citoquina IL-22. La
interaccion de IL-22 con su receptor, presente en células epiteliales intestinales, es crucial para

la secrecion de péptidos antimicrobianos y la produccién de mucina que contribuyen a la

integridad de la barrera intestinal e impiden la diseminacién periférica de bacterias comensales
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y promueven el mantenimiento de la homeostasis.™> Ademds, se ha reportado que compuestos
inddlicos derivados del metabolismo del Trp por microorganismos comensales del género
Lactobacillus inducen la produccién de IL-22 a través de su union con AhR presente en células
ILC3.M* AhR se expresa ademas en otras células de la inmunidad innata como las CDs, Mo y NK
como también en algunas células que participan en la respuesta inmune adaptativa como

algunos linfocitos T CD4+, CD8+ o células B.**>**

En células T la magnitud de la expresidn del receptor es variable siendo las células Th17,
Treg y las células T regulatorias de tipo 1 (Trl), que se caracterizan por producir grandes
cantidades de IL-10, las que lo expresan en mayores niveles. En contraste, las células CD4+
virgenes y los linfocitos Th1l y Th2 muestran una expresion muy baja de este receptor.m'119 Asi,
la activacion de AhR afecta a las células de la inmunidad adaptativa, modulando su

diferenciacién y funcién de manera directa o indirecta a través de las CPA.**°

Entre otros factores, la diferenciacién de las células T se encuentra condicionada por el
microambiente de citoquinas. Asi, las células Treg requieren de TGF-B para la expresion del
factor de transcripcién Foxp3, asociado a su funcidn regulatoria, mientras que las Th17 murinas
productoras de IL-17 requieren TGF-B1 e IL-6; la IL-6 inhibe la expresiéon de Foxp3 y junto con
TGF-B1 inducen la sefializacidn necesaria para su diferenciacién en Th17, por su parte IL-21 e IL-
23 se encuentran involucradas en el mantenimiento y expansion de la poblacidn. Estudios
realizados en un modelo de encefalitis autoinmune experimental (EAE) han mostrado que la
activacion de AhR con TCDD o ITE favorece la diferenciacién de células Treg y la reduccion de la
severidad de la enfermedad, mientras que la administracién del ligando FICZ interfiere con la
diferenciacién de esta poblacién y favorece la generacion de células Th17, agravando la
enfermedad. '’ Estos resultados indican qgue, dependiendo del ligando, AhR es capaz de regular
tanto la diferenciacidn de células Treg como Th17 y esta sefializacion participaria entonces en la
regulacion del balance Treg/Th17. En este sentido, recientemente se ha reportado que las
células Th17 se pueden transdiferenciar hacia células Trl productoras de 1I-10, y asi las células
Trl “exTh17” no solo producen las mismas citoquinas y poseen los marcadores celulares
caracteristicos de las células Trl bondfide, sino que su conversion a Trl se encuentra asociado

con una reprogramacion de su perfil trascripcional. La citoquina TGF-B1 seria clave en el proceso

44



de transdiferenciacion mediante la induccién de SMAD3, molécula que inhibe la actividad del
factor de transcripcion caracteristico de las células Th17 RORyt. Pero ademas, la incorporacion
de FICZ en cultivos de células Th17 diferenciadas in vitro (con TGF-B e IL-6) aumenta el
porcentaje de células Trl, por lo que la activacidon de AhR favorece la transdiferenciacién de los

linfocitos Th17 a Tr1. *%°

El hecho que diferentes ligandos de AhR puedan inducir la diferenciacién a diferentes
subtipos de células T (Treg, Trl o Th17), ha sido una incdgnita por muchos afios. Entre los
factores que podrian explicar estas diferencias se encuentran: la afinidad de unién del ligando al
receptor dada por la constante de disociacién (Kp) que puede variar desde el rango de pM
(ligandos fuertes) hasta uM (ligandos débiles) y la potencia del ligando que se encuentra
relacionada a su biodisponibilidad, tiempo de ocupacion del receptor y farmacocinética (FICZ y
TCDD poseen Kp similares, pero difieren en estructura y tiempo de metabolizacién siendo de 10-
11 dias para TCDD y de horas para FICZ).**"'?? Respecto a la segunda hipétesis, Elrlich y col. han
demostrado recientemente que la duracién de la activacién de AhR determina el destino de las
células T CD4+.*® Ellos utilizan un modelo de inmunizacién con células alogénicas para evaluar
el efecto de diferentes dosis de TCDD (resistente a la metabolizacién: sostenida activacion de
AhR) y FICZ o ITE (rapidamente metabolizados: activacién AhR transitoria) sobre la respuesta
alogénica aguda, y observan que cuando la dosis de FICZ utilizada logra una induccion de
Cyplal equivalente a la de TCDD ambos compuestos favorecen la induccidén de células T
regulatorias (Trl o Treg dependiendo del tiempo analizado), mientras que a dosis bajas de todos
los compuestos no se inducen Treg y aumenta el porcentaje de células CD4+ productoras de IL-
17.'%2 Por otro lado, Boule y col. *** demostraron en un modelo de infeccién con el virus
Influenza A, que diferentes ligandos de AhR (FICZ, ITE, PCB126 y TCDD) son capaces de modular
la respuesta inmune frente al virus favoreciendo o inhibiendo el desarrollo de determinadas
poblaciones celulares pero que estas diferencias se vuelven mas moderadas en ratones Cyplal
-/- donde se reduce el metabolismo de estos ligandos. Estos trabajos apoyan la nocién de que
diferencias en la afinidad de unidn, la duracién de la sefial y eventos moleculares asociados a la
interaccion ligando-AhR, como los productos del metabolismo de los ligandos por CYPlal,

influencian el resultado de la activacion de AhR sobre la respuesta inmune.
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Sefializacion de AhR en células T regulatorias

La administracion de determinados ligandos de AhR, entre ellos TCDD e ITE, favorece la
diferenciacion de células T virgenes a células Treg y este aumento en la frecuencia de células
Treg ha sido asociado a la supresidn de diversas enfermedades de base inmunolégica entre ellas

117,125-129 Ademas, se ha

la EAE, enfermedad de Crohn, uveoretinitis y alergia alimentaria.
observado que el desarrollo de células Treg a partir de células T virgenes cultivadas con TGF-
(condiciones polarizantes a Treg) en presencia de TCDD o FICZ disminuye de manera significativa

cuando las células T virgenes provienen de animales AhR KO.**°

Los mecanismos mediante los cuales AhR favorece la diferenciacién de las células Treg es
aun tema de estudio. La evidencia indica que la sefializacion AhR regula de manera directa la
expresion del factor de transcripcidn Foxp3, necesario para la diferenciacion y funcién supresora
de estas células, mediante su unién a sitios DRE presentes en la secuencia promotora de este
gen y que ademas media la desmetilacion parcial del promotor de Foxp3, favoreciendo asi el

acceso de la maquinaria trascripcional (Figura 16).1*712%131

Ademads, AhR es capaz de controlar la
actividad de factores de transcripciéon que influyen en el desarrollo de las células Treg. Asi, la
activacion de AhR favorece la produccion de TGF-B que lleva a la traduccién de SMAD1 que en
células Treg humanas estabiliza la expresién de Foxp3, previene la activaciéon de STAT1 que
puede inhibir el desarrollo de esta poblacién celular y favorece la expresidon de Aiolos que

. .y . 130,132,1
suprime la expresién de genes asociados con la respuesta efectora,”30132133

AhR afectaria ademas la diferenciacion de la poblacidon de células Treg a través de sus
efectos sobre las CDs. Por un lado, se ha reportado que CDs de bazo procedentes de ratones
tratados con el ligando enddgeno ITE presentan marcadores de superficie y un perfil de
citoquinas de caracteristicas tolerogénicas, y que CDs derivadas de médula dsea estimuladas
con este compuesto muestran una mayor capacidad para polarizar células T hacia un perfil
regulatorio con expresion de Foxp3.99 Asi mismo, el efecto observado con ITE se debe en gran
medida a la mayor produccién de acido retinoico, el cual promueve la diferenciacidon de las

, 1
células Treg. '3

46



135

La expresion de AhR en CDs es necesaria para la expresién de la enzima IDO.™™> A su vez,

las kinureninas que se generan como consecuencia de esta activacidon son ligandos de AhR y

9296136 Estos datos, en conjunto con los expuestos

favorecen la diferenciacion de células Treg.
anteriormente, indicarian que la sefializacidn a través AhR podria controlar la diferenciacion de
células T mediante la modulacién de la expresidn de moléculas clave asociadas al perfil de

células Treg o a través de las CDs.

Las células Tr1 por su parte llevan a cabo su actividad regulatoria mediante la produccién
de IL-10, entre otros mecanismos. La IL-27, producida por CPA activadas, favorece el desarrollo
y expansién de las células Trl mediante la induccidn de la produccién de IL-21 que actua como
un factor de crecimiento autdcrino y contribuye a la estabilidad de la poblaciéon Trl, mientras

que IL-27 inhibe el desarrollo de las células Th17 y Treg.*”!%®

Se ha demostrado que en cultivos de células T bajo condiciones polarizantes Trl, la IL-27
aumenta la expresion de AhR que se une al factor de transcripcién c-maf y actia de manera
sinérgica mediante la unién a los promotores de los genes de IL-10 e IL-21 favoreciendo su
transcripcion y de esta manera el desarrollo de las células Trl (Figura 16).*° Ademds, bajo estas
mismas condiciones, STAT3 y AhR se unen al promotor del gen que codifica para CD39
aumentando su expresién. CD39 cataliza la sintesis del compuesto antinflamatorio adenosina,
disminuyendo el ATP extracelular (eATP) que inhibe la diferenciacion a Trl. El eATP aumenta la
expresion de HIF-1a que se une a ARNT compitiendo con AhR, mediando asi la ubiquitinaciéon
del receptor y posterior degradacidon en proteosoma. Por otro lado el complejo STAT3-AHR se
une al promotor de AhR favoreciendo su transcripcidn en un mecanismo de retroalimentacién

positiva.140

Senalizacion de AhR en células Th17

Los linfocitos Th17 participan de la respuesta inmune contra bacterias extracelulares y
hongos y contribuyen a la patologia de diversas enfermedades autoinmunes. Las células Th17
requieren para su diferenciacion la presencia de TGF-B en combinacion con IL-6 o IL-21 en ratén

y se caracterizan por la produccién de IL-17A y la expresidn el factor de transcripcién RORyt.82
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Se ha reportado que la expresién de AhR aumenta durante la diferenciacién de las
células Th17 y que su interaccidn con proteinas STAT es importante en la diferenciacion de estas
células. Asi, la induccién de STAT1 por IFN-y e IL-27 y de STATS5 por IL-2 inhiben la polarizacion
Th17, y se ha demostrado que es AhR el que interacciona con ambas proteina impidiendo su
activacion.®® Por otro lado, AhR y STAT3 inducen la expresion de Aiolos, que modifica el estado
epigenético del promotor de //2 limitando su accesibilidad a factores de transcripcidon y
silenciando la expresién de IL-2 en estadios tempranos de la diferenciaciéon Th17, periodo donde
los efectos inhibitorios de IL-2 sobre la diferenciacién a Th17 son detectados (Figura 16).*** Por
otro lado, bajo condiciones polarizantes Th17 la activacién de AhR aumenta la expresion de
I117a, IL17f e 1122, mientras que en células T CD4+ provenientes de ratones AhR KO la
produccién de IL-17A e IL-17F disminuye y la de IL-22 resulta indetectable, probablemente
debido a que AhR facilita el reclutamiento de RORyt al promotor de IL-22 y favorece su

transcripcion. 113118142

Si bien se ha observado que el incremento de células Th17 mediado por la activacion de
AhR favorece el desarrollo de patologias como la EAE, también se ha reportado que la activacién
AhR por bilirrubina no conjugada en un modelo de colitis favorece la conversidn hacia un perfil
menos patogénico resultado de un aumento en la expresidon de CD39, involucrada en la sintesis

de adenosina (anti-inflamatoria) y la induccién de Tr1 mediante la disminucién de eATP.**"** E

s
importante destacar la influencia del medio ambiente en que se produce la activaciéon de AhR
para la induccién de células Th17, asi en presencia de IL-23 la activacion de AhR induce la
diferenciacion de células Th17 con caracteristicas patogénicas, mientras que en ausencia de
este estimulo AhR podria favorecer la generacién de células Th17 con actividad anti-inflamatoria

0 su conversién hacia Tr1. 129144
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Figura 16. Seinalizacion de AhR en células T. La activacion de AhR en células Th17, Treg y Trl regula procesos
transcripcionales asociados con su diferenciacion y estabilizacion, ya sea mediante la transactivacion de genes o el
silenciamiento o inhibicién de la transcripcidn o la actividad de otras moléculas como las proteinas STAT. Adaptado
de Gutierrez-Vazquez y col (2017).%

AhR vy memoria inmune

El sistema inmune adaptativo posee dos roles fundamentales: montar una respuesta
inmune especifica luego del encuentro con el antigeno y generar memoria inmunoldgica de

larga vida, capaz de responder de manera rapida y eficaz en caso de una reinfeccién.

Estudios epidemioldgicos que analizan el efecto de la exposicidn prenatal a dioxinas y

compuestos bifenilicos policlorados (PCB) sobre el desarrollo de la respuesta humoral generada
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por la vacunacion en la etapa de la nifiez, muestran que la presencia de estos compuestos en
suero, leche y la dieta de la madre se correlacionan con una menor generacion de respuesta de

145147 por otro lado, en

anticuerpos luego de recibir la vacuna contra el sarampion y el tétanos.
un modelo de infeccidon con el virus de la Influenza A se observé que la activacién de AhR
mediante la administracién de TCDD inhibe la expansidn, diferenciacién y produccién de IFN-y
en células T CD8+ especificas, asi como también el desarrollo de la respuesta inmune de
memoria. Sin embargo, se ha demostrado que la activaciéon de AhR solo afecta la respuesta de
memoria en la fase inicial de su desarrollo y no es capaz de modular la respuesta de memoria
una vez adquirida, por lo que los eventos que ocurren durante la induccién de las células T CD8+
serian el blanco de la activacion AhR. Asi, teniendo en cuenta la baja expresion de AhR en las
células T CD8+, los autores proponen que la seializacién AhR que desfavorece el desarrollo de

células de memoria es la que ocurre en las CPA. ***%

Rol de AhR en infecciones

Existen diversos factores que determinan la resistencia del hospedador frente a una
infeccion. Entre ellos, las caracteristicas del propio hospedador tales como edad, sexo, genética
y respuesta inmune; las sefiales ambientales que incluyen exposicion a quimicos y la dieta; y las
caracteristicas del microorganismo patdgeno, como la variacidn antigénica que presentan,

mecanismos de evasion, expresion genica, entre otros. >0

En este sentido, es posible establecer ciertas conexiones entre AhR y cada uno de los
factores mencionados. Primero, situandonos a nivel del huésped, se ha establecido que existen
polimorfismos de AhR, es decir, variaciones en la secuencia de este gen, que determinan una
mayor o menor afinidad del receptor por sus ligandos. Los efectos de estas variaciones se ven
reflejados en la sefializacién del receptor afectando asi los distintos procesos en los que se

117,151
7131 por lo que en

encuentra involucrado, entre ellos, los relacionados a la respuesta inmune.
un mismo contexto de ligandos podrian generarse diferentes respuestas que llevarian a una

evolucidn distinta luego de una infeccidn.
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Figura 16. Interacciones huésped-ambiente-microorganismos. Las caracteristicas del huésped y del patdgeno
influencian el resultado de las infecciones. Otros factores menos estudiados que modulan el desarrollo de la
infeccién mediante su interaccion con el huésped y el patégeno son los relacionados con el ambiente.

En cuanto a su interaccién con el ambiente, la expresidon del receptor es mayor en
aquellos érganos que sirven como primera barrera de defensa frente a contaminantes
ambientales, tales como piel, pulmdn e intestino. En este ultimo, su expresidon en poblaciones
celulares de la inmunidad innata como CDs e ILC3 es importante para mantener la tolerancia y
la integridad de la mucosa, asi como también para la generacién de estructuras inmunes
postnatales como los cryptopatches (grupos de células ILC3 rodeadas por CDs) en ldmina

propia.152

Ademads, como se menciond anteriormente, algunos de los ligandos de AhR son de
origen exdgeno o son generados en el organismo mediante reacciones fisioldgicas propias o de

la microbiota a partir de precursores presentes en los alimentos.

En relacién a los microorganismos patdgenos, se ha reportado que AhR es capaz de
censar factores de virulencia pertenecientes a Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium
tuberculosis, actuando asi como un receptor intracelular de reconocimiento de patégenos.™
Por otro lado, se ha demostrado que CDs en estado de reposo expresan constitutivamente

niveles muy bajos de AhR, pero incrementan la expresion de este receptor cuando son
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estimuladas por ligandos de TLR4 (LPS) o TLR9 (CpG), indicando que la sefializacién a través de

estos TLR participa en la expresién del receptor.135

El papel de AhR en la respuesta inmune frente a infecciones ha sido estudiado en
infecciones con diversos patdgenos, y generalmente empleando modelos de activacién con
TCDD y ratones AhR KO. En estos modelos, se ha demostrado que la activacién de AhR puede
resultar tanto en beneficio como en detrimento del huésped. En el modelo de infeccion con
Leishmania mayor, una Unica dosis de TCDD administrada antes de la infeccion disminuye el
tamafio de las lesiones cutaneas presentadas por los ratones mientras que no afecta su

14155 por otro lado, en modelos de infeccién con el virus Influenza A asi como

sobrevida.
también Coxsackievirus B3, el tratamiento con TCDD previo a la infeccion produce un aumento
en la morbilidad y mortalidad de los ratones infectados.”**® Ademas, un trabajo reciente ha
demostrado que distintos ligandos de AhR modulan de manera diferencial, de acuerdo a la
potencia del ligando y a los productos catabdlicos formados, la respuesta inmune frente a la
infeccion con el virus Influenza A. Al igual que en trabajos anteriores, la respuesta generada por
un ligando particular como FICZ no es igual en el contexto de la EAE o de la infeccidon con este
virus, ya que en el primer caso la activacidon con FICZ no induce el desarrollo de células Th17

mientras que en el segundo favorece su diferenciacion.'*’***

Los estudios sobre AhR e infeccidn sugieren que el resultado final de la interaccidn
huésped-patégeno (capacidad de controlar al parasito, dafio tisular, sobrevida, etc.) al activar
AhR o suprimir su sefializacién depende en gran medida del modelo experimental utilizado, ya
gue la sefializacion de AhR interacciona con otras vias activadas durante la infeccidén. Factores
como el tipo de patégeno, forma de infeccidn (localizada o sistémica), momento de activacién
de AhR (administracion del/los ligando/s), caracteristicas del ligando, entre otros, contribuirian

. . . .7 1
a determinar el resultado final de la infeccién.™°
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FORMULACION DEL PROBLEMA

La Enfermedad de Chagas, causada por el pardsito Trypanosoma cruzi, esta
ampliamente distribuida en Centro y Sud Ameérica y representa un problema sanitario
prioritario en nuestro pais. Un tercio de las personas infectadas desarrollan, décadas después
de la infeccién, Cardiopatia Chagasica Crénica (CCC) mientras que los restantes dos tercios
permanecen asintomaticos, a esta etapa de la enfermedad también se la conoce como
indeterminada (IND).8 Aln no se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales ciertos
individuos desarrollan CCC, sin embargo se ha establecido que estos pacientes presentan una
respuesta inflamatoria de tipo Thl de mayor intensidad que los IND.?! Por otro lado, estudios
realizados en diferentes cepas de ratones han demostrado que distintos individuos pueden
presentar una mayor susceptibilidad a la infeccion o a la inmunopatologia asociada a la
infeccidn con T. cruzi. Asi, a pesar de ser mas resistentes a la infeccidon que los ratones Balb/c,
los ratones B6 presentan una alta mortalidad debido a la toxicidad ocasionada por un

desbalance entre mediadores pro-y anti-inflamatorios.?>**°

Por lo tanto, se podria postular que
durante la infeccién con T. cruzi es necesario que el huésped establezca en una primera etapa
una respuesta inflamatoria capaz de eliminar el pardsito de manera rapida y efectiva, seguida
de la activacion de mecanismos regulatorios capaces de controlarla, limitando asi el dafio
tisular causado por la excesiva reaccidon inflamatoria. Resulta entonces de suma importancia
lograr un mejor entendimiento de los mecanismos celulares y moleculares responsables de las

distintas sefiales que promueven el desarrollo de una fuerte respuesta Thl, como asi también

de los que llevan a su posterior contraccion.

La meta final de estos estudios es contribuir al entendimiento de los mecanismos
involucrados en la regulacidn de la respuesta inmune regulatoria e inflamatoria que tienen lugar
durante la infeccidon parasitaria para asi favorecer el desarrollo de nuevas y mas eficaces
estrategias terapéuticas que permitan mejorar la calidad de vida de los individuos que padecen

esta enfermedad.
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CONSTRUCCION DE LA HIPOTESIS

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que durante la
infeccidn con Trypanosoma cruzi la actividad de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO)
juega un rol fundamental en el control de la replicacidn parasitaria. Ademas, en estos estudio
se identific6 a 3-hidroxikinurenina (3-HK) como una de las moléculas responsables de la
inhibicidn de la replicacién de los amastigotes intracelulares y que ademas presenta efectos
toxicos directos sobre la forma sanguinea de T. cruzi. A su vez 3-HK es un metabolito generado
en el catabolismo del triptofano (Trp) el cual se encuentra mediado por IDO en la via de las

kinureninas.*%1%°

A su vez, la administracion de 3-HK en ratones Balb/c infectados es capaz de controlar la
replicacion del pardsito y la patologia inflamatoria mediante la regulacion del perfil de respuesta

inmune Thly Th2, y el desarrollo de células T regulatorias (Treg).'®

Distintos reportes indican
que varios de los metabolitos de la via de kinureninas, entre ellos L-kinurenina (KYN) y 3-HK son
ligandos enddgenos del receptor para aril hidrocarburos (AhR), un factor de transcripcion
dependiente de la unién a ligando conocido por mediar la accion toéxica de diferentes
compuestos y que actualmente ha surgido como un importante regulador de la respuesta
inmune por resultar un factor central en la diferenciaciéon de distintas poblaciones de células
T.%89279% Asi, se ha demostrado que la activacion de AhR, dependiendo del ligando y del
microambiente de citoquinas presente, favorece la diferenciaciéon de las células T hacia un perfil
de tipo regulatorio (Treg, Trl) o inflamatorio (Th17).°%%** Ademas, se ha observado que células
dendriticas (CD) que no expresan AhR no son capaces de inducir la expresion de IDO, lo que
lleva a una disminucién en la cantidad de KYN producida por las CD y a una menor capacidad
para generar células Treg en ensayos de cocoultivo.’® Por lo expuesto, AhR es necesario para la
induccion de IDO, la cual a su vez genera metabolitos capaces de unirse a este receptor
favoreciendo una respuesta regulatoria. Por otro lado, un importante aspecto del sistema AhR
es la existencia de polimorfismos, los cuales influencian la capacidad de respuesta a

162,163

ligandos. Las cepas B6 y Balb/c presentan los alelos Ahr™* y Ahr? respectivamente,

clasificados como de alta respuesta por su capacidad de inducir la transcripcion de Cyplal.lez'163
Los ratones B6 infectados presentan un mejor control de la replicacion parasitaria que los Balb/c
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pero generan una respuesta inflamatoria exacerbada que lleva a su muerte por falla hepatica
inflamatoria.™ Esta cepa no expande la poblacion de células Treg en paralelo a la gran
expansion que sufre el compartimento de células T lo que resulta en una incrementada relacion
T convencionales/Treg.58 Entonces, teniendo en cuenta que al igual que lo que sucede en los
pacientes con CCC los ratones B6 presentan una respuesta inflamatoria exacerbada y no
inducen células regulatorias (Figura 1), y considerando ademds que AhR es capaz de favorecer la
diferenciacion de células Treg y que durante la infeccién con T. cruzi se generan metabolitos de
AhR, en este trabajo de tesis se plantea como hipétesis que durante la infeccidén con T. cruzi, la
sefializacion de AhR juega un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune

inflamatoria caracteristica de la enfermedad de Chagas.

Ahr? Ahp?!

Células Treg

Respuesta Th1

Pacientes asintomaticos Pacientes con CCC

Treg-IL-10

Th1

Respuesta inmune diferencial de los ratones B6 y Balb/c durante la infeccidon con T. cruzi. Los
ratones B6 al igual que los pacientes con CCC son incapaces de controlar la respuesta
inflamatoria y a diferencia de la cepa Balb/c no se incrementa la poblacién de células
regulatorias en relacidn a las células efectoras durante la infeccién

56



OBJETIVOS
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En este contexto, el objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es estudiar la
participaciéon del Receptor para Aril Hidrocarburos en la regulacién de la respuesta inmune

durante la infeccidn experimental con Trypanosoma cruzi.

Objetivos especificos

Objetivo I: Estudiar el efecto de la infeccidn con T. cruzi en la modulacion de la expresion
de AhR en las cepas de ratones Balb/c y B6 y evaluar la relacion entre los polimorfismos de AhR

presentes en estas cepas y su respuesta a diferentes ligandos de AhR.

Objetivo |l: Estudiar los efectos de la activacién de AhR con ligandos exdgenos y
endogenos, generados durante la infeccién con T. cruzi en la regulacidn de la respuesta inmune

protectora e inflamatoria.

Objetivo lll: Estudiar la participaciéon de AhR en la regulacién de la respuesta inmune en

el desarrollo de la memoria inmunoldgica durante la infeccién T. cruzi.
Objetivo IV: Evaluar los niveles plasmaticos de los metabolitos del eje Triptofano-IDO-

AhR en individuos que cursan la etapa crdnica de la infeccidon con T. cruzi, su asociacidén con la

presencia de cardiopatia y su posible utilizacién como biomarcadores.
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RESULTADOS|
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ANTECEDENTES

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que la infeccion con T. cruzi induce la expresion y
actividad de la enzima IDO en distintos 6rganos de ratones Balb/c y B6 y en consecuencia se

incrementa la concentracion de KYN en suero.'®

Ademas, se ha observado que
comparativamente la infecciéon induce mayor actividad de IDO en esplenocitos de ratones
Balb/c y consecuentemente estos ratones presentan mayores niveles de KYN en suero que los
ratones B6. Sin embargo, estos ultimos muestran un perfil inflamatorio mdas marcado
caracterizado por una exacerbada respuesta de tipo Thl (Figura A1A y B). Estos resultados
podrian indicar que el mecanismo de control de la respuesta inflamatoria que involucra a IDO
funcionaria de manera menos eficiente en los ratones B6. Ademas, los ratones Balb/c, a
diferencia de lo reportado para los ratones B6, expanden la poblacion de células Treg durante la
infeccion con T. cruzi presentando una relacion entre las poblaciones de células T
convencionales (CD4+ CD25-) y Treg similar a la observada en los ratones no infectados (Figura
A1C).

La activacion de AhR induce en CD, independientemente de su estado de maduracién, la
la transcripcion de la enzima 1D0.?>***1®* A su vez, la catabolizacién de Trp por IDO lleva a la
produccién de kinureninas, entre ellas KYN y 3-HK que pueden activar AhR y asi generar un ciclo
de retroalimentacion positiva. Ciertamente, se ha reportado que KYN es capaz de inducir la
diferenciaciéon de células Treg de manera dependiente de AhR.*?> Considerando estos

antecedentes se evalud el efecto de la infeccidon con T. cruzi sobre la expresion y actividad de

AhR en estas cepas de ratones.
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Figura Al. Ratones B6 presentan menor actividad de IDO, menores niveles de KYN en suero y menor capacidad
para inducir células Treg que los ratones Balb/c luego de la infeccién con T. cruzi. Ratones Balb/c y B6 fueron
infectados con 500 o 5000 tripomastigotes (Tps) de T. cruzi, respectivamente. El suero y los esplenocitos fueron
obtenidos a diferentes tiempos post-infeccion (pi), mientras que ratones sin infectar (NI) fueron utilizados como
control en cada punto pi. A) Actividad de IDO determinada en extractos de esplenocitos. B) Concentracion de KYN
en suero determinada por HPLC. C) Numero absoluto de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ en bazo (graficos
superiores) y relacién entre células convencionales (CD4+CD25-Foxp3-) y células Treg (graficos inferiores). Las
lineas punteadas representan el promedio + DE de los valores obtenidos para los ratones NI. Los resultados se
muestran como el promedio + DE. Los valores de p se calcularon usando la prueba ANOVA de una via, seguido del
post test de comparacion multiple de Dunnet, se compararon los distintos tiempos pi contra el NI (n=3 en cada
punto pi). Las diferencias significativas entre los grupos se indican como (*) p <0,05, (**) p<0,01, (***) y p<0,001,
(****) y p<0,0001. (ns) no significativo).
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La infeccidn con Trypanosoma cruzi modula la expresion de AhR en esplenocitos y el nivel de

ligandos en suero de manera diferencial en ratones Balb/c y B6

Ratones Balb/c y B6 fueron infectados con 50000 Tp de T. cruzi de la cepa Tulahuen y se
sacrificaron a distintos tiempos post infeccion (pi). Se evaludé la expresion de AhR en
esplenocitos mediante qRT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con
transcriptasa inversa) y Western blot. Tal como se observa en la Figura 1A, en ausencia de
infeccidn, los esplenocitos de los ratones B6 expresan niveles significativamente mayores de
ARNm que codifica para el receptor AhR que los Balb/c. Sin embargo, al transcurrir la infeccion
la expresion de Ahr comienza a disminuir en B6, mientras que en los ratones Balb/c se produce
un incremento en la transcripcién de Ahr (Figura 1B). De manera similar a lo que ocurre con la
expresion de Ahr, en los ratones Balb/c se observd un aumento en la expresidon de la proteina
AhR respecto al grupo NI, mientras que en células de bazo de ratones B6 su expresion
disminuyd (Figura 1C). Estos resultados permiten concluir que la infeccidn con T. cruzi modularia
de manera diferencial la expresion de AhR, ARNm y proteina, en esplenocitos de ratones Balb/c
y B6.

Ademas de KYN, se han reportado que otros productos enddgenos derivados de la
degradacion del Trp son también ligandos de AhR. Por lo que es posible que durante la infeccién
con T. cruzi ademas de los ligandos de AhR generados por la activacién de IDO, otros ligandos
provenientes de la dieta o del metabolismo del Trp por la microbiota, contribuyan en la

. Ny 2-94
activacion de este receptor.®®°*

Con el objetivo de evaluar la modulacién de los niveles de los
de ligandos totales de AhR en suero de animales infectados en comparacion con animales Nl y
entre las cepas de ratones, éstos se cuantificaron en suero de ratones B6 y Balb/c infectados y
NI mediante un ensayo reportero descripto previamente por Rothhammer vy col..r®
Brevemente, células de la linea murina 4T1, transfectadas con un plasmido que posee las
secuencias DRE del promotor de Cyplal corriente arriba del gen de luciferasa, se cultivaron
durante 24 hs con medio DMEM conteniendo 10% de suero de los diferentes ratones a los

distintos tiempos pi. Los ligando presentes en los sueros se unen al AhR enddgeno de las células
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4T1 y este complejo se une a las secuencias DRE del plasmido activando la transcripcidon de
luciferasa.

Ambas cepas de ratones presentaron niveles similares de agonistas de AhR en suero en
ausencia de infeccidon (Figura 2A). De manera interesante, los sueros de ratones Balb/c
mostraron un incremento de la actividad de luciferasa en estadios tempranos de la infeccién,
mientras que no se observaron cambios en la actividad luciferasa respecto al Control en suero
de ratones B6 durante la infeccién (Figura 2B). Por otro lado, se puede observar que el
incremento sistémico de la actividad agonista AhR, que solo se observa en ratones Balb/c,
ocurre en la fase muy temprana de la infeccion ya que en el dia 15 pi los valores séricos en los
animales infectados son similares a los de los NI. Estos resultados indican que a diferencia de los
ratones B6, los ratones Balb/c incrementan en la fase aguda de la infeccidon con T. cruzi los

ligandos de AhR en forma sistémica.
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Figura 1. La infeccion de T. cruzi modula de manera diferencial la expresion de AhR en esplenocitos de ratones
Balb/c y B6. Esplenocitos de ratones infectados y no infectados (NI) fueron obtenidos a distintos tiempos post
infeccion. Los niveles de expresion del ARNm que codifica para AhR (Ahr) se determinaron mediante qRT-PCR. Los
niveles de expresion de la proteina AhR fue se determinaron mediante Western blot utilizando un anticuerpo
especifico. A) Expresion de Ahr en esplenocitos de ratones Balb/c y B6 no infectados. Los resultados se muestran
como el promedio + DE de la expresidn relativa de Ahr normalizada respecto a la expresion de B-actina (n=3 en
cada punto pi). La significancia se calculd utilizando la prueba t de Student. B) Expresion de Ahr en esplenocitos de
ratones Balb/c (izquierda) y B6 (derecha) NI e infectados a distintos tiempos pi. Los resultados se muestran como el
promedio + DE de la expresion relativa de Ahr normalizada respecto a la expresion de B-actina (n=3 en cada punto
pi). La significancia se calculd utilizando ANOVA de una via, seguido del post test de comparacion multiple de
Dunnet para comparar los distintos tiempos pi en relacion al NI. C) Western blot representativo de la expresién de
AHR en esplenocitos de ratones de cada cepa NI e infectados a distintos tiempos post infeccidn. Los resultados se
muestran como el promedio + DE de la expresién de AHR relativizada a la expresiéon de B-ACTINA (n=3 en cada
punto pi). La significancia se calculé utilizando ANOVA de una via, seguido del post test de comparacién multiple de
Dunnet, para comparar los distintos tiempos pi en relacién al NI. (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001
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Figura 2. Durante la fase aguda de la infeccidon experimental con T. cruzi se incrementan en forma sistémica los
niveles de ligandos de AhR en suero de los ratones Balb/c. Células de la linea celular murina 4T1 transfectadas de
manera transitoria con un pldsmido que contiene una secuencia DRE perteneciente al promotor de Cyplal
corriente arriba del gen de luciferasa se en medio DMEM conteniendo 10% de sueros de ratones B6 y Balb/c NI e
infectados con T. cruzi a diferentes tiempos pi. A) Actividad luciferasa detectada en sueros de ratones B6 y Balb/c
NI. Se consideré como 100% la actividad luciferasa del promedio de las lecturas que arrojaron los sueros de ratones
Balb/c. B) Actividad luciferasa detectada en sueros de ratones Balb/c y B6 a distintos tiempos pi. Se consideré como
100% de actividad luciferasa al promedio de las lecturas que arrojaron los sueros de los ratones Balb/c o B6 NI,
respectivamente. Los resultados se muestran como el promedio + DE La significancia se calculé utilizando ANOVA
de una via, seguido del post test de comparacidon multiple de Dunnet; se compararon los valores obtenidos a los
diferentes tiempos pi con los obtenidos en NI. Se utilizaron 4 ratones por punto y cada determinacién se realizé por
triplicado. Las diferencias significativas entre los grupos se indican como (*) p <0,05; (ns= no significativo).
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Los ratones Balb/c y B6 responden de manera diferente a ligandos débiles de AhR

Las Figuras 1 y 2 muestran que a diferencia de los ratones Balb/c, los ratones B6 no
regularon positivamente la expresion de AhR ni incrementaron los niveles de ligandos de este
receptor en la fase aguda de la infeccidn con T. cruzi. Estos dos datos claves podrian tener una
asociacion con la deficiente regulacién de la respuesta inmune inflamatoria observada en ratones
B6 luego de la infeccidn con este protozoario. Otro factor a tener en cuenta seria el efecto del
polimorfismo en AhR sobre la respuesta a los ligandos, ya que se ha reportado que variaciones en
un solo nucledtido en porciones especificas de la secuencia de este receptor llevan a una menor

163 En este sentido, las cepas B6 y Balb/c expresan los alelos Ahr*ly

respuesta al ligando TCDD.
Ahr*, respectivamente, definidos como altamente respondedores a TCDD, mientras que otras
cepas de ratones como la DBA/2J o los ratones NOD expresan el alelo Ahr® de baja afinidad . Sin
embargo, los alelos Ahrbly Ahr*? presentan diferencias estructurales, entre ellas el receptor de la
cepa Balb/c es de mayor tamafio debido a que el codén de terminacion de traduccidén TGA se

163 Asi, los polimorfismos de AhR

encuentra mutado, extendiendo el marco abierto de lectura.
presentes en las cepas de ratones estudiadas podrian diferenciarse en la respuesta a ligandos

diferentes de TCDD como los que se producen durante la infeccion con T. cruzi.

Con el objetivo de determinar el nivel de respuesta de los receptores polimdrficos
presentes en las cepas Balb/c y B6 frente a ligandos se obtuvieron macrdfagos derivados de
médula 6sea (MDMO) de ratones Balb/c y B6. Posteriormente se los incubd con los ligandos
TCDD, ITE y con lisado total de T. cruzi durante 24 h luego de las cuales se determiné la expresion
de Ahr y la expresidén de Cyplal como medida de la capacidad de estos ligandos para activar al
receptor. Los MDMO de ratones Balb/c mostraron mayor expresion de Cyplal que los de ratones
B6 tanto cuando se los estimulé con TCDD como con ITE (Figura 3A). La estimulacion con TCDD
indujo un aumento de aproximamente 8 veces en la expresion de Cyplal respecto al Control en
los MDMO de ratones Balb/c, mientras que esta relacién fue de alrededor de 5 veces en MDMO
de ratones B6. Sin embargo, la mayor diferencia en la expresion de Cyplal se observd al
comparar la respuesta de las células de las diferentes cepas de ratones frente al ligando
enddgeno ITE. Los MDMO de ratones Balb/c incrementaron 11 veces la expresién de Cyplal

69



luego del estimulo con ITE mientras que los MDMO de los ratones B6 solo lo hicieron 4 veces
(Figura 3A). Teniendo en cuenta reportes que indican que ciertos factores de virulencia

bacterianos pueden actuar como ligandos de AhR,*?

se estimularon MDMO con lisado de Tp de
T. cruzi a los fines de evaluar si productos del pardsito pueden activar a AhR. La Figura 3A muestra
que el lisado de T. cruzi fue capaz de inducir la expresién de Cyplal en las células de ambas cepas
de ratones, y que este efecto puede ser bloqueado en presencia del antagonista especifico
CH223191. Nuevamente, los MDMO de ratones Balb/c mostraron mayor incremento de

expresion de Cyplal luego del estimulo que las células de los ratones B6 (5 vs 1,65 veces).

El analisis de la expresiéon de Ahr en los MDMO mostré que a diferencia de lo que
observado en esplenocitos, los MDMO NI de ratones B6 NI muestran menor expresion de Ahr que
los de Balb/c (Figura 3B). De manera interesante, y al igual que lo observado en esplenocitos
(Figura 1C), la estimulacion de MDMO de ratones B6 con ligandos de AhR o lisado de T. cruzi,
disminuyd la expresion de Ahr (Figura 3B). Ademas, se observd que los MDMO de ratones Balb/c

no modifican la expresién de Ahr luego de la estimulacién con los diferentes ligandos (Figura 3B).

Dado que variaciones en la secuencia de aminodcidos entre polimorfismos pueden afectar
procesos post traduccionales y considerando que la movilizacion de AhR del citoplasma al ndcleo
puede ser inhibida por la fosforilacion de sitios especificos en la secuencia de importacién nuclear
(NLS),*®” se analizé6 mediante inmunofluorescencia el porcentaje de colocalizacién de AhR en el
nucleo de macréfagos obtenidos de peritoneo (MP) de ratones B6 y Balb/c infectados luego de 24

h de infeccion.
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Figura 3. MDMO de ratones Balb/c y B6 muestran diferente respuesta frente a ligandos de AhR. MDMO de
ratones Balb/c y B6 fueron estimulados por 24 h con TCDD, ITE, CH223191, lisado total de T. cruzi y lisado en
combinacién con el antagonista CH223191. A) Expresion de Cyplal determinada mediante gRT-PCR. La
significancia fue calculada con la prueba t de Student. B) Expresion de Ahr determinada mediante qRT-PCR. La
significancia se calculé en cada cepa de ratdn con ANOVA de una via seguido por el post test de comparacién
multiple de Dunnet, respecto al Control de cada cepa. Los valores de p entre distintas cepas se calcularon usando la
prueba t de Student. Los resultados se muestran como el promedio de los triplicados + DE de la expresién relativa
de los genes Cyplal y Ahr normalizada respecto a la expresion de Actina. Las diferencias significativas entre los
grupos se indican como (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) y p<0,0001. (ns= no significativo).

En todas las condiciones, se observé una mayor colocalizacidon nuclear de AhR en MP de
ratones Balb/c que en MP de ratones B6. Ademas, en concordancia con la modulacion de la
expresion de Ahr (Figura 3B), el nivel de colocalizacién nuclear de AhR en MP de ratones B6
disminuye luego del estimulo inducido por la infeccidn, mientras que en los MP de ratones Balb/c

los niveles de AhR en el nucleo se mantienen (Figura 4).

71



AhR DAPI Merge
6 - N
B6 . — * &K
NI g INF
o
5 : |
c 404
B
@
B6 = T
INF S 20
o
0
o
=2
0' T T
Balb/c © o
0
NI A &
Balb/c
INF

Figura 4. Los ratones B6 muestran un menor porcentaje de colocalizacion de AhR en el nucleo de MP luego de 24 h
de infeccion. Se muestra un campo representativo de cada grupo (1200X) (izquierda). Cuantificacion de
Inmunofluorescencia determinando el porcentaje de AhR que colocaliza en el nucleo con el marcador fluorescente
DAPI en MP obtenidos de ratones B6 y Balb/c NI e infectados a las 24 h pi. Los niveles de expresién de AhR (% del
area total) y el coeficiente de colocalizacién de Mander s (% nuclear) fueron calculados utilizando FlJI/Imagel. Verde:
AhR, Rojo: Nucleos. La barras muestran el promedio + DE de los % de colocalizacidon obtenidos analizando 30
fotografias por grupo. Los valores de p se calcularon usando la prueba t de Student. Las diferencias significativas
entre los grupos se indican como (*) p <0,05; (***) p <0,001.
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CONCLUSIONES |

La infeccion con T. cruzi modula de manera diferencial la expresién de AhR en los
ratones Balb/c y B6. Luego de la infeccion se incrementa o disminuye la expresion de este

receptor en células de bazo de ratones Balb/c y B6, respectivamente.

Macréfagos peritoneales de ratones Balb/c y B6 infectados muestran activacidon
diferencial de AhR: luego de la infeccién se observa menor translocacion al nucleo de AhR en

macrofagos de peritoneo de ratones B6 que en los de ratones Balb/c.

El alelo Ahr* presente en los ratones B6 es menos respondedor a ligandos que el Ahr™?

expresado por los ratones Balb/c.

La infeccién aguda con T. cruzi induce un incremento significativo de ligandos sistémicos

de AhR en ratones Balb/c.

Estos resultados en su conjunto sugieren que en los ratones B6 tanto los mecanismos que
regulan la expresion de AhR y su traslocacion al nucleo luego de la infeccién, como asi también la
presencia de un polimorfismo menos respondedor a ligandos débiles, producidos durante la
infeccion, estarian asociados a la baja produccion sistémica de ligandos enddgenos y podrian
tener consecuencias importantes en la induccién de mecanismos que controlan las respuestas

inflamatorias (expresién de IDO, inducciéon de células Treg, etc).
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RESULTADOS |l
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Infeccion experimental con T. cruzi: Efecto de la activacion de AhR in vivo sobre la

modulacidn de la respuesta inmune.

Debido a su capacidad de modular la respuesta inmune tanto innata como
adaptativa se ha comenzado a considerar a AhR como un blanco potencial para el
tratamiento de desdrdenes inflamatorios. En este sentido, se ha reportado que la
administracion de TCDD en modelos murinos de autoinmunidad tales como EAE,
enfermedad de Crohn, diabetes tipo 1 y uveitis autoinmune experimental, es capaz de
mejorar los sintomas clinicos y la inmunopatologia asociada mediante mecanismos que
incluyen la modulacion del balance entre células Treg y Th17 y la disminucidon de secrecion

de citoquinas inflamatorias.'!7128:168

Teniendo en cuenta reportes previos sobre el potencial uso de ligandos de AhR
como estrategia terapéutica para inducir una respuesta de células Treg, y que durante la
infeccion con T. cruzi los ratones B6 desarrollan una respuesta inflamatoria exacerbada de
tipo Thl, ya que no son capaces de montar una respuesta regulatoria adecuada y que los
mecanismos asociados con la generacién de ligandos de AhR podrian estar afectados en
esta cepa de ratones, se procedid a estudiar si la administracién in vivo de ligandos de AhR
es capaz de modular la respuesta inmune generada durante la infeccidén con T. cruzi y asi

evitar la inmunopatologia.
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La activacion de AhR mediante el ligando exégeno TCDD disminuye la resistencia del huésped

a la infeccion experimental con Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de estudiar el efecto de la activaciéon de AhR en la modulacion de la
respuesta inmune en el contexto de la infeccién con T. cruzi, se inyectaron ratones B6 hembras
de 8-10 semanas por via intraperitoneal (ip) con TCDD (40ug/Kg)117 o vehiculo (DMSO) en el
caso del grupo Control. Luego de 24hs los ratones fueron infectados por via ip con 50000 Tps de
la cepa Tulahuen. Ratones no infectados y tratados con TCDD fueron evaluados a los fines de

determinar efecto toxico de TCDD en los tiempos estudiados (NI TCDD).

Los ratones tratados con TCDD presentaron significativamente mayor parasitemia y
menor sobrevida, observandose la mortalidad del 100% de los ratones infectados tratados
alrededor del dia 22 pi. Ademads, se evidencid una disminucidn progresiva del peso corporal en
los dias pi cercanos al pico de la parasitemia (13-19 pi) y un aumento en la concentracién de las
transaminasas hepadticas: glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) y glutamato-piruvato
transaminasa (GPT) en relacién con el grupo Control (Figura 5). Cabe destacar que la sobrevida
de los ratones no infectados tratados con TCDD no resulté afectada, siendo la sobrevida del
100%, lo que indicaria que la dosis de TCDD administrada, en ausencia de la infeccién, no

tendria un efecto letal sobre los ratones.

Posteriormente se procedid a evaluar las consecuencias de la activacion de AhR mediada
por TCDD sobre la composicion del compartimiento de células T en bazo de los ratones
infectados y controles. A tal fin y teniendo en cuenta la sobrevida observada, los animales se

sacrificaron al dia 10 pi, durante la etapa aguda de la infeccién.
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Figura 5. El tratamiento con TCDD disminuye la resistencia del hospedador a la infeccién. Ratones B6 fueron
inyectados por via ip con TCDD (40ug/Kg) o DMSO (Control) 24hs antes de la infeccién con 50000 Tps de la cepa
Tulahuen de T. cruzi. A) Porcentaje de sobrevida de ratones NI TCDD, TCDD y Control. La significancia se calculd
utilizando la prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon. NI TCDD, n=5; TCDD, n=7; Control, n=9. B) Parasitemia
determinada a diferentes dias pi. Los resultados se muestran como el promedio + DE de los valores obtenidos en
los diferentes grupos: TCDD, n=5; Control, n=7. C) Porcentaje de peso corporal, considerando como 100% el
promedio del peso de los ratones de cada grupo en el tiempo 0. La significancia se calculé utilizando ANOVA de dos
vias seguido del post test de comparacidon multiple de Tukey. D) Nivel de enzimas hepaticas GOT y GPT en suero de
ratones infectados al dia 10 y 17 pi. La significancia se calculé utilizando la prueba t de Student para cada punto al
dia 10 y 17 pi. Las diferencias significativas entre los grupos se indican como (*) p<0,05; (**) p<0,01; (****) y
p<0,00001. (ns = no significativo)

Los bazos de los animales del grupo tratado con TCDD mostraron una marcada reduccién
de tamano y celularidad respecto al grupo Control, en los cuales se evidencié la esplenomegalia
caracteristica de la enfermedad (Figura 6A). Los esplenocitos se analizaron mediante citometria
de flujo para evaluar el porcentaje y numero absoluto de células CD4+ productoras de IFN-y y
CD4+ productoras de IL-17. En la Figura 6B se observa que tanto el porcentaje como el nimero
absoluto de estas poblaciones se encuentran disminuidos en el grupo tratado, con valores

similares a los observados en el bazo de los ratones NI.

79



NI
ns
it » —_—
o 3001 *kk o ns
= 500+ = 30 ns
3 9
—— [=} g — * * = *k ok
- — . +
Control o o, 200 =22 400 T 3 T
—_ -1 TR
23 O + 300- i 201
fre | s2 0 = :
(1] g el E <
g a
S < 100- g 7 20 O 4ol
o T £ 3 T )
TCDD o S @ 1001 =
Q S
£ = T
3 0~ '
N\ = 0T - o ol .
N &
> o 9 D Q
& &F &
[+
%) ® A
ns
-
3% T ¥ a0l M we
T ~ 40 - T
o+ =
o = = 1.5
T *
- <
g = O 104
@ + 20 o " T
E3 @
5 0.5
2 m
0 N N o S ool ,
A &L < D o Q
& < & O
9 A & &)
(&) e Al

Figura 6. El tratamiento con TCDD administrado previo a la infeccidn con T. cruzi evita el incremento del tamafio
del bazo y la induccion de poblaciones de células T CD4+ esplénicas productoras de IL-17 e IFN-y. Al dia 10 pi se
extrajo el bazo de los ratones NI, Control y TCDD y se analizaron distintas poblaciones celulares mediante
citometria de flujo. A) Imagenes de la apariencia y el tamafio relativos de los bazos de los animales de los
diferentes grupos al dia 10 pi. Se muestra un experimento representativo de tres realizados (izquierda). Niumero de
células totales de bazo de ratones NI, TCDD y Control al dia 10 pi. B) Porcentaje y nimero absoluto de células CD4+
productoras de IFN-y y CD4+ IL-17+ en bazo al dia 10 pi. Los esplenocitos fueron incubados durante 4 horas con un
estimulo policlonal (PMA/lonomicina), brefeldina A y monensina y luego tefiidos con Ac anti-CD4, anti-IFN-y y anti-
IL-17 unidos a distintos fluorocromos y analizadas mediante citometria de flujo. Los resultados (A-B) se muestran
como el promedio de los porcentajes obtenidos + DE. La significancia se calculé usando ANOVA de una via seguido
por el post test de comparaciéon multiple de Tukey. Las diferencias significativas entre los grupos se indican como
(*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) y p<0,001. (ns= no significativo).

Por otro lado, debido a la importancia de la poblacion de células T CD8+ en el Control
parasitario durante esta infeccién, se caracterizdé la respuesta T CD8+ especifica contra el
parasito en este modelo experimental de activacién de AhR con un ligando de alta afinidad
administrado un dia antes de la infeccién. Para ello se tuvo en cuenta que en este contexto la
respuesta CD8+ se encuentra en gran medida dirigida hacia un grupo acotado de péptidos

169
A

codificados por genes de la familia de las transialidasas (TcTS). si, se evalud por citometria

de flujo la poblacion de células T CD8+ especificas contra el péptido inmunodominante de la

TcTS* utilizando un tetrdmero marcado con fluorocromo gue esta compuesto por 4 moléculas
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del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (CMH-I) (del haplotipo H-2Kb expresado
por la cepa de ratén B6) en el que cada una de ellas se encuentra unida el péptido TSKB20
(ANYKFTLV). Como puede observarse en la Figura 7A, Los animales tratados con TCDD
mostraron, al dia 10 pi, menor frecuencia de linfocitos T CD8+ especificos para el antigeno
TSKB20 (poblacion a la que se referird de aqui en adelante como linfocitos T CD8+ especificos)

en comparacion a los ratones Control.

En vista de que varios trabajos han reportado que la activacion de AhR mediante TCDD

170171 se procedio a

favorece la apoptosis de células T activadas tanto in vitro como in vivo,
determinar si la disminuciéon observada en esta poblacién de linfocitos T CD8+ especificos
podria deberse a este fendmeno. Para ello, se determiné el porcentaje y nimero absoluto de
células T CD8+ especificas viables y apoptéticas mediante citometria de flujo utilizando el
colorante vital 7-amino-actinomicina (7-AAD), la proteina de unién a fosfolipidos Anexina-V en

combinacidn con anticuerpo anti-CD8+ y el tetramero marcados con diferentes fluorocromos.

Durante los procesos de muerte celular se generan cambios morfolégicos en las células
entre los que se encuentran la pérdida de integridad de la membrana celular, que se evidencia
mediante el ingreso de 7-AAD a la célula. Por otro lado, durante el proceso de apoptosis la
enzima flipasa deja de actuar y el fosfolipido fosfatidilserina (PS) que se encuentra en la cara
interna de la membrana celular transloca hacia la membrana externa, evento que puede
detectarse mediante Anexina-V ya que esta proteina posee alta afinidad de unién a la PS, dando
cuenta del proceso de apoptosis. Entonces, en consonancia con los reportes mencionados, el
grupo de ratones tratados con TCDD presentd un menor porcentaje de células vivas (Anexina-V-
7-AAD-) y un mayor porcentaje de células T CD8+ especificas apoptdticas, es decir, que son
Anexina-V positivas y se tifien o no con 7-AAD (Anexina-V+ 7-AAD+/-) que el grupo Control
(Figura 7B), lo cual podria contribuir a la disminucion de esta poblacién observada en la Figura

7A.
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Figura 7. El tratamiento con TCDD administrado previo a la infeccion con T. cruzi induce la disminucion de la
poblacién de células T CD8+ especificas contra el parasito, incrementando su apoptosis. Células de bazo de los
ratones TCDD y Control fueron obtenidas al dia 10 pi. A) Graficos de puntos representativos (panel superior) y de
barras representando el porcentaje y nimero absoluto de células CD8+ TSKB20/Kb+ en bazo (panel inferior). B)
Graficos de puntos representativos mostrando el porcentaje de células CD8+ TSKB20/Kb+ que expresan Anexina-V
y 7-AAD (panel superior) y graficos de barra representando el porcentaje de células CD8+ TSKB20/Kb+ Annexina-V-
7-AAD- (viables) y Anexina V+ 7-AAD+/- en bazo (apoptéticas). Control, n=4; TCDD, n=5. Las barras representan el
promedio + DE. La significancia se calculé mediante la prueba t de Student. Las diferencias significativas entre los
grupos Control y TCDD se indican como (*) p<0,05 y (**) p<0,01.

Los efectos del tratamiento con TCDD sobre la induccién de células Treg (CD4+ CD25+
Foxp3+) y la produccidn de citoquinas inmunoregulatorias se muestra en la Figura 8. No se
observaron diferencias significativas en el nimero de células Treg esplénicas entre los grupos
analizados. Sin embargo, el porcentaje de células Treg se encontrd significativamente
aumentado en los ratones tratados con TCDD respecto al grupo Control (Figura 8A). Al analizar
por citometria de flujo la produccién de las citoquinas inmunoregulatorias TGF-p e IL-10 por las
células Treg, se observd un incremento en el nimero de células Treg productoras de TGF- B
(LAP+) en el grupo TCDD respecto al grupo Control, mientras que no se observaron diferencias
significativas entre los grupos en el porcentaje de Treg capaces de producir TGF-B, ni en el
numero y porcentaje de células Treg productoras de IL-10 (Figura 8B). Ademads, los ratones
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tratados con TCDD mostraron, respecto al grupo Control, una disminucidn significativa en la
relacion entre el numero total de células CD4+ CD25- (T convencionales), Thl (CD4+ IFNg+) y
Th17 (CD4+ IL-17+), y el numero de células Treg (Figura 8C). Esta relacidon alcanzd niveles

similares a los del grupo NI, sugiriendo una normalizacién de este parametro.
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Figure 8. El tratamiento con TCDD normaliza el balance entre la respuesta inflamatoria y la respuesta regulatoria
T CD4+. Células de bazo de ratones NI, Control y TCDD fueron obtenidas al dia 10 pi. A) Graficos de puntos
representativos (derecha) y de barras (izquierda) mostrando el porcentaje y nimero absoluto de células CD4+ que
expresan CD25 y Foxp3 al dia 10 pi. B) NUmero absoluto y porcentaje de células Treg productoras de TGF-B (LAP+) e
IL-10, luego de 4 horas de estimulaciéon con PMA/lonomicina, brefeldina y monensina. Los resultados se muestran
como el promedio * DE, n=3 animales por grupo C) Relacidn entre células T convencionales (CD4+CD25-), Thl
(CD4+Foxp3-IFN-y+) y Th17 (CD4+IL-17+4) y las células Treg (CD4+CD25+Foxp3+). Las barras representan el
promedio de cada relacidn + DE, n=3 animales por grupo. La significancia se calculé usando ANOVA de una via
seguido por el post test de comparacion multiple de Tukey. Las diferencias significativas se indican como (*) p<0,05,
(**) p<0,01, (***) p<0,001.
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El hecho de que el tratamiento con TCDD induzca la muerte de las células T especificas
contra el parasito (activadas) y que normalice la relacion entre células T convencionales y Treg,
sugiere que las células Treg podrian ser menos sensibles a la muerte inducida por TCDD. A los
fines de evaluar esta hipodtesis, se estudié la presencia de apoptosis en las células Treg mediante
la tincion con Anexina-V y 7-AAD. La identificacion de las células Treg con el marcador Foxp3
intracelular requiere de un paso de fijacién que es incompatible con la utilizacién del colorante
7-AAD para identificar integridad de membrana. Por este motivo, se identificd a la poblacion
Treg utilizando los marcadores CD4+ y FR4 (receptor de folato 4), debido a que se ha reportado

172 €| analisis de la

que el fenotipo de las células CD4+ FR4+ concuerda con el de las células Treg.
expresion de Anexina-V y 7-AAD en la poblaciéon CD4+ FR4+ no mostré diferencias significativas
entre los grupos TCDD y Control (Figura 9), lo que sugiere que las células Treg son mas

resistentes a la apoptosis mediada por TCDD que las células T convencionales.

__ 804 3 Control
2 Em TCDD
:,'. 60 T Figura 9. Las células Treg (CD4+ FR4+) son
E resistentes a la apoptosis mediada por TCDD.
; 404 T Porcentaje de células CD4+FR4+ Annexina-V- 7-
8 AAD- y Anexina V+ 7-AAD+/- en bazo. Los
E 204 resultados presentados como graficos de barra
% representan el promedio * DE, Control, n=4;
° , , TCDD=5.

(Viables) (Apoptoticas)

Anexina V' Anexina V+

7-AAD" T-AAD+/-

Los resultados obtenidos con la administracién de TCDD antes de la infeccidon, muestran
gue a pesar de favorecer la regulacion de la respuesta inflamatoria en los ratones B6 infectados
con T. cruzi, la activacion de AhR durante la etapa de induccién de la respuesta inmune, con un
ligando de alta afinidad y muy dificil de metabolizar, no permite el dptimo desarrollo de la
respuesta especifica encargada de la eliminacion del parasito. Teniendo esto en consideracion,
se modificd el esquema experimental administrando TCDD en ratones B6 infectados al dia 7 pi,
considerando un tiempo sin tratamiento para la correcta induccion de la respuesta especifica.

En comparacidn con el esquema experimental anterior, la administracién de TCDD una semana
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luego de la infeccidn prolongd la sobrevida de los ratones tratados, 87% vs 0% de sobrevida al
dia 22 pi (Figura 10A y 5A). Ademads, se observd un retraso en el incremento de la parasitemia,
en este sentido al 28 pi (Figura 10B) se observo una parasitemia similar a la registrada al dia 19
(Figura 5B) del esquema anterior. Sin embargo, el grupo tratado con TCDD mostré valores de
parasitemia significativamente mayores que los del grupo Control y un menor porcentaje de

sobrevida, por lo que este esquema, al igual que el anterior, disminuye la resistencia a la

infeccion.
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Figura 10. Efecto del la administracion de TCDD al dia 7 pi sobre la parasitemia y sobrevida de ratones B6
infectados. Los ratones B6 fueron infectados con 50000 Tps de la cepa Tulahuen de T. cruziy al dia 7 pi se los tratd
con TCDD (40ug/Kg) por via ip. A) Porcentaje de sobrevida de ratones TCDD y Control. La significancia se calculd
utilizando el prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon. TCDD, n=6; Control, n=6. B) Parasitemia (Tps/ml de sangre). Los
resultados se muestran como el promedio + DE, n=6 animales por grupo. La significancia se calculé usando la

prueba t de Student. Las diferencias significativas entre los grupos Control y TCDD se indican como (*) p<0,05, (**)
p<0,01.
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La administracion combinada de 3HK e ITE promueve la diferenciacion de células Treg y tiene

efectos perjudiciales sobre la inmunidad parasito especifica

Ademdas de TCDD se han reportado otros ligandos capaces de favorecer la
diferenciacién de células Treg y que, a diferencia de TCDD, no presentan efectos todxicos,
debido probablemente a su menor tiempo de metabolizacién. Uno de estos es el compuesto
denominado ITE, originalmente aislado de pulmén de cerdo, y cuya afinidad por AhR es
comparable a la de compuestos como TCDD y FICZ, caracteristica que lo convierten en una
valiosa herramienta para el estudio de la modulacién de la respuesta inmune. Por otro lado,
nuestro grupo ha reportado que el metabolito 3-HK posee un efecto toxico directo sobre los
estadios de amastigote y tripomastigote de T. cruzi, siendo ademas este compuesto un
ligando de AhR.? Teniendo en cuenta las caracteristicas de estos compuestos se desarrolld
un esquema de administracién de ITE y 3-HK con el objetivo de activar AhR favoreciendo el
desarrollo de una respuesta regulatoria y simultdneamente inhibir la replicaciéon del
parasito.

El esquema consistio en la inyeccion por via ip de seis dosis de 3-HK (20uM) desde el
dia 5 al 10 pi, y tres dosis de ITE (200ug) administradas en los dias 7, 9 y 11 pi. El grupo
Control fue inyectado con PBS del dia 5-10 pi y con DMSO en los dias 7,9 y 11 pi (Figura 11).

*S  PBS
@ Pff VRvb by
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567891011 13 50 dpi
Control 1 ;uzi 'Oy pi
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I 3HK
v oOorrie Y
101! ] 90 dpi
3-HK+ITE 7 Oruzi 6:8 21011‘1 13 pi
ITE

Figura 11. Esquema de administracidon de 3-HK + ITE. Los ratones tratados fueron inyectados con 3-HK por via
ip desde el dia 5-10 piy con ITE en los dias 7, 9 y 11 pi. El grupo Control recibié PBS y DMSO en los dias5al 10y
en los dias 7, 9y 11, respectivamente
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A diferencia de lo observado cuando se activd AhR con TCDD, no se observaron
diferencias significativas en la sobrevida y parasitemia entre el grupo tratado con 3-HK + ITE
y Control (Figura 12A y B). Sin embargo, se observé una disminucion significativa en el peso

corporal de los ratones tratados en relacién al grupo Control (Figura 12C).
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Figura 12. Efecto del tratamiento con 3HK + ITE sobre la parasitemia, peso corporal y sobrevida de ratones B6
infectados. Ratones B6 fueron infectados con 50000 Tps de la cepa Tulahuen de T. cruzi y luego tratados con 3-HK +
ITE o PBS + DMSO en el caso del grupo Control. A) Porcentaje de sobrevida. La significancia estadistica se calculd
utilizando la prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon. B) Parasitemia (Tps/ml de sangre). Los resultados se muestran
como el promedio + DE, n=4 animales por grupo. C) Porcentaje de peso corporal, considerando como 100% el
promedio del peso de los ratones de cada grupo en el tiempo 0. La significancia estadistica se calculé usando la
prueba t de Student para comparar cada dia pi. Las diferencias significativas entre los grupos se indican como (*)
p<0,05; (**) p<0,01.

Teniendo en consideracion que el tratamiento con 3-HK es capaz de modular la
respuesta inmune y la carga parasitaria en los ratones Balb/c infectados con T. cruzi,*****! se
analizé la respuesta celular mediante citometria de flujo y el parasitismo celular en érganos
blanco mediante qPCR. Para ello, los ratones fueron sacrificados en la etapa aguda (dias 13 y 22
pi) y crénica de la infeccidon (dia 90 pi). No se observaron diferencias significativas en el nimero
de células totales de bazo entre los grupos de ratones infectados; sin embargo, se evidencié un
aumento significativo en el porcentaje (dias 13 y 90 pi) y nimero absoluto (dia 90 pi) de células
Treg esplénicas en los ratones del grupo tratado respecto al Control (Figura 13). Ademas, el

tratamiento con 3-HK + ITE normalizé en la etapa crénica la relacién entre células T CD4+

convencionales y Treg a valores similares a los observados en el grupo Control.

Al analizar la produccion de TGF-B (LAP+) por las células Treg se observé un aumento en
el porcentaje (dia 13 pi) y en el nUmero absoluto (dia 90 pi) de esta poblacion celular en bazo de

los ratones tratados respecto del grupo Control (Figura 14).
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Figura 13. La administracion de 3-HK + ITE promueve la diferenciacion de células Treg. Porcentaje y niumero
absoluto de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) y relacion entre células convencionales (CD4+ CD25-) y células Treg
(CD4+ CD25+ Foxp3+) en los distintos grupos experimentales al dia 13 y 90 pi. Dia 13 pi: Control n=3; 3-HK + ITE:
n=4. Dia 90 pi: Control, n=3; 3-HK +ITE, n=3. La significancia estadistica se calculé utilizando ANOVA de una via
seguido por el post test de comparacion multiple de Tukey. Las diferencias significativas entre los grupos Control y
TCDD se indican como (*) p<0,05, (**) p<0,01; (****) y p<0,0001 (ns=no significativo). Se muestra un experimento

representativo de tres realizados en similares condiciones.
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Figura 14. La administracion de 3-HK + ITE aumenta la poblacion de células Treg productoras de TGF-B.
Porcentaje y numero absoluto de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) LAP+ en bazo de los distintos grupos
experimentales en los dias 13 y 90 pi luego de 4 horas de estimulacién con PMA/lonomicina. Los resultados se
muestran como el promedio de los valores obtenidos + DE. La significancia estadistica que calculé usando ANOVA
de una via seguido por el post test de comparacion multiple de Tukey. Dia 13 pi: Control n=3; 3-HK + ITE: n=4. Dia
90 pi: Control, n=3; 3-HK +ITE, n=3. Las diferencias significativas entre los grupos Control y TCDD se indican como
(*) p<0,05. Se muestra un experimento representativo de tres realizados en similares condiciones.

Con objetivo de evaluar la respuesta antigeno especifica, se analizd la produccién de
citoquinas por esplenocitos obtenidos de los diferentes grupos a distintos tiempos pi
estimulados durante 72 h en presencia de antigeno total de T. cruzi o medio de cultivo completo
como Control. Se analizd mediante ELISA en sobrenadante de cultivo la concentracion de
citoquinas en condiciones de estimulacidn antigénica y se normalizaron los valores encontrados
en relacién a la concentracion de citoquinas detectada en cultivos sin estimular. Las células de
ratones que fueron tratados con 3-HK + ITE analizadas en la fase aguda de la infeccién (dia 22 pi)
secretaron luego del estimulo con antigenos de T. cruzi mayores niveles de IL-10 y menores de
TNF e IFN-y que las del grupo Control (Figura 15A). En concordancia con estos hallazgos, en la
etapa aguda de la infeccion los ratones tratados presentaron menores porcentajes de células
CD4+ productoras de TNF (Figura 15B). En la etapa crdnica de la infecciéon (90 pi), los
esplenocitos de ratones tratados mostraron un ligero incremento en la produccién de IFN-y
respecto de los obtenidos del grupo Control cuando fueron estimulados con antigenos del T.

cruzi (Figura 15A).
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Figura 15. El tratamiento con 3HK + ITE durante la fase aguda de la infeccidn con T. cruzi afecta el desarrollo de la
respuesta inmune protectora. A) Citoquinas en sobrenadante de cultivo de esplenocitos (dias 13, 22 y 90 pi)
cultivados en presencia de medio cultivo completo o lisado total de T. cruzi durante 72 h. Los resultados se
expresan como la relacién entre la concentracién de citoquinas detectadas en los cultivos estimulados con lisado y
la concentracidon de citoquinas detectadas en sobrenadante de células sin estimular. B) Porcentaje y numero
absoluto de células CD4+ TNF+ en bazo en dia 22 pi luego de 4 h de estimulacién con PMA/lono en presencia de
brefeldina y monensina. C) Carga parasitaria en higado y corazon determinadas en el dia 90 pi. (n=4 para cada
grupo). Se normalizé la expresiéon de ADN parasitario a la GAPDH murina. La significancia estadistica se calculd
utilizando la prueba t de Student. Las diferencias significativas entre los grupos Control y 3-HK + ITE se indican
como (*) p<0,05; (**) p<0,01; (****) y p <0,0001. Se muestra un experimento representativo de tres realizados en

similares condiciones.

Por ultimo y con el objetivo de determinar si la respuesta regulatoria generada
compromete a la respuesta inmune protectora, se analizd la carga parasitaria por gPCR en
higado y el corazdn, tejidos por los cuales el pardsito tiene tropismo. Para ello se utilizé el
sistema de sondas Tagman que reconocen secuencias especificas del ADN satélite de T. cruzi’?
Al comparar los niveles de expresion del ADN satélite, se observd que el grupo de ratones
tratados presenté tanto en higado como en corazén mayor carga parasitaria (Figura 15C). Este
incremento en la carga parasitaria podria explicar el aumento en la produccion de IFN-y en el

sobrenadante de cultivo estimulado con antigeno total de T. cruzi al dia 90 pi (Figura 15A).
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Los resultados obtenidos mediante la implementacion de este modelo experimental
sugieren que la administraciéon de 3-HK + ITE podria ser considerada como una nueva forma de
tratamiento capaz de controlar la respuesta inflamatoria. Sin embargo, considerando nuestros
resultados y un reporte reciente de Araujo y col., la expansién de células Treg durante la fase
aguda de la infeccidon con T. cruzi podria condicionar la aparicién de la respuesta inmune
protectora parasito especifica, influyendo de manera critica en la resistencia del hospedador

frente a la infeccién. >’
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La sefializacion de AhR participa en el desarrollo la respuesta Thl y mecanismos

inmunoregulatorios generados durante la infeccion con T. cruzi

Con la finalidad de profundizar en el estudio del rol de la activacion de AhR sobre la
respuesta inmune generada durante la infeccidn con T. cruzi se utilizaron ratones B6 congénicos
que son genéticamente idénticos a los B6 pero expresan la variante alélica AhR? caracterizada
como de baja afinidad de unién a ligando,'® a los cuales se denominard AhRd de ahora en
adelante. El alelo AhR® presenta 10 veces menos afinidad por el ligando TCDD el alelo AhR"?
presente en los ratones B6, lo que indica que se necesitaria una concentracién de ligando 10

183 Utilizando estos ratones resultd posible estudiar

veces mayor para producir similares efecto.
la activacién del receptor mediada por ligandos enddgenos generados en el transcurso de la
infeccidn con T. cruzi, como los provenientes de la degradacién del Trp, sin necesidad de recurrir
a ratones AhR KO ya que estos presentan multiples anormalidades fisioldgicas, entre ellas
alteraciones en el sistema inmune y el desarrollo de 6rganos como el higado.'*%*"*

Ratones AhRd y B6 (de ahora en adelante denominados WT) fueron infectados con
50000 Tps de la cepa Tulahuen de T. cruzi y se estudié la parasitemia, sobrevida y los niveles de
enzimas hepaticas durante la fase aguda de la infeccidén. Los ratones AhRd mostraron una
sobrevida del 100% al dia 30 pi mientras que la de los ratones WT fue de alrededor del 65%
(Figura 16A). En relacion a estos resultados, los ratones AhRd presentaron niveles de

parasitemia significativamente mas bajos que los WT durante el pico de la infeccién (Figura

16B), asi como también menores niveles de la transaminasa hepatica GPT en suero (Figura 16C).
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Figura 16. Ratones AhRd presentan mayor resistencia a la infeccién con T. cruzi. Ratones AhRd y WT fueron
infectados con 50000 Tps de la cepa Tulahuen de T. cruzi. A) Porcentaje de sobrevida. La significancia estadistica se
calculd utilizando la prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon. WT, n=6; AhRd, n=6. B) Parasitemia (Tps por ml de
sangre) WT, n=6; AhRd, n=6. C) Concentracion de las transaminasas GOT y GPT en suero de ratones infectados en
los dias 10 y 17 pi. Dia 10 pi: WT y AhRd n=3; dia 17 pi: WT, n=4; AhRd n=3. Los resultados se muestran como el
promedio de los valores obtenidos £ DE. La significancia estadistica se calculé utilizando la prueba t de Student
comparando entre grupos a un mismo tiempo de infeccion. Las diferencias significativas entre los grupos WT y
AhRd se indican como (*) p<0,05; (**) p<0,01y (***) p<0,001.

A los fines de evaluar el rol de la sefializacién AhR por ligandos fisiolégicos producidos
durante la infeccién en el desarrollo de la respuesta inmune, en primer lugar, se evalud el
numero de células totales de bazo. Al dia 10 pi ambos grupos de ratones presentaban valores de
celularidad similares. Sin embargo, al dia 17 pi, luego del pico de parasitemia, el bazo de los
ratones WT triplica su celularidad mientras que en los ratones AhRd el nimero se mantiene en
valores similares a los hallados al dia 10 pi (Figura 17A). Se observé ademas que el porcentaje de
células CD4+ productoras de IFN-y fue mayor en los ratones AhRd que en los WT, tanto en el dia
10 como 17 pi (Figura 17B). De manera interesante, si se tiene en cuenta que diferentes
reportes asocian una mayor respuesta Thl con dafio hepatico, los ratones AhRd que muestran
enzimas hepaticas en valores normales, presentaron mayor numero de células CD4+

productoras de IFN-y al dia 10 pi que los ratones WT. Sin embargo, es importante destacar que
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en los ratones AhRd, el nimero de células CD4+ productoras de IFN-y+ fue similar en los dias 10
y 17 pi mientras que en el grupo WT el nimero de estas células se incrementd casi tres veces
entre el dia 10y 17 pi (Figura 17B).

Como se esperaba, teniendo en cuenta que la sefializacion AhR participa en el desarrollo
de las células Treg, los ratones AhRd presentaron menor numero y porcentaje de células Treg
que los ratones WT (Figura 17C) y, en consecuencia, se observd un aumento en la relacién entre
células CD4+ convencionales (CD4+CD25-) y Treg en el grupo de ratones AhRd en el dia 17 pi
(Figura 17C).

La evaluacion de la respuesta sistémica de citoquinas en suero mostré que la
concentracion de las citoquinas proinflamatorias IFN-y e IL-17 en la etapa aguda de la infeccién
es similar en ambos grupos de ratones (Figura 18A); sin embargo, se observéd que la
concentracion sérica de IL-10 y el porcentaje de células esplénicas totales productoras de IL-10
estaban significativamente aumentados en los ratones AhRd respecto de los WT (Figura 18B),
siendo la poblacién de células T CD4+ la mayor productora de esta citoquina en el dia 10 pi

(Figura 18C)
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Figura 17. Rol de la sefializacion AhR en el desarrollo y la regulacion de la respuesta Thl durante la infeccién con

T. cruzi. Ratones AhRd y WT fueron infectados con 50000 Tps de la cepa Tulahuen de T. cruzi. Al dia 10y 17 pi las

poblaciones celulares esplénicas fueron estudiadas mediante citometria de flujo. A) NUmero de células totales de

bazo. B) Nimero absoluto y porcentaje de células CD4+ productoras de IFN-y. C) Numero absoluto y porcentaje de

células CD4+CD25+Foxp3+ y relacion entre células convencionales (CD4+ D25-) y células Treg (CD4+CD25+Foxp3+).

Los resultados se muestran como el promedio de los valores obtenidos + DE. Dia 10 pi: WT y AhRd, n=3; dia 17 pi:

WT, n=4; AhRd, n=3. La significancia estadistica se calcul6 usando la prueba t de Student comparando entre grupos

a un mismo tiempo de infeccién. Las diferencias significativas entre los grupos WT y AhRd se indican como (*)

p<0,05; (**) p<0,01 y (****) p<0,0001.
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Figura 18. La sefializacion via AhR restringe la produccion de IL-10 en la fase aguda de la infeccién con T. cruzi. A)
Concentracion de citoquinas en suero de ratones AhRd y WT al dia 17 pi. B) Porcentaje de células IL-10+, IL-10+
dentro de la poblacidon CD4+ y CD4- y porcentaje de células CD4+ y CD4- presentes en la poblacién productora de
IL-10, en bazo al dia 10 pi. Los resultados en los graficos de barra se muestran como el promedio de los valores
obtenidos *+ DE. Dia 10 pi: WT y AhRd, n=3; Dia 17 pi: WT, n=4; AhRd n=3. La significancia estadistica se calculd
usando la prueba t de Student. Las diferencias significativas entre los grupos WT y AhRd se indican como (*) p<0,05

y (***) p<0,001. (ns=no significativo)

El estudio de la respuesta inmune especifica y la carga parasitaria en la etapa crénica de
la infeccidn (dia 170 pi) reveld que los ratones AhRd vs los WT presentan un menor nimero de
células CD4+ especificas capaces de producir IFN-y cuando son estimuladas in vitro con

antigenos del parasito (Figura 19A), hecho que se correlaciona con la menor carga parasitaria

observada en higado, corazén y musculo esquelético en los ratones AhRd (Figura 19B).
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Figura 19. La respuesta inmune generada en los ratones AhRd fue capaz de restringir la replicacion parasitaria en
los tejidos. Ratones AhRd y WT fueron infectados con 50000 Tps de la cepa Tulahuen de T. cruzi. A) Al dia 170 pi las
poblaciones celulares esplénicas fueron estudiadas mediante citometria de flujo. NUmero absoluto de células de
bazo CD4+ IFN-y+ luego de 4 horas de estimulacidn con un lisado total de T. cruzi. B) Carga parasitaria en higado,
corazén y musculo esquelético determinada en el grupo de animales Control y AhRd, al dia 170 pi (n=4 para cada
grupo). Se normalizé la expresion de ADN parasitario a la GAPDH murina. La significancia estadistica se calculd
utilizando la prueba t de Student. Las diferencias significativas entre los grupos Control y AhRd se indican como (*)

p<0,05y (**) p<0,01.
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CONCLUSIONES 11

La activacion de AhR con TCDD, un ligando con alta afinidad y de muy lenta
metabolizacién, antes o durante la fase aguda de la infeccién con T. cruzi, disminuye la
resistencia a la infeccidn por un mecanismo que involucra la inhibicion de la respuesta inmune
protectora e inflamatoria por induccion de apoptosis en células T activadas y la promocién de

células Treg productoras de TGF- B.

La activacion de AhR con la combinacién de los ligandos ITE + 3HK, dos ligandos
fisioldgicos de rapida metabolizacién, durante la fase aguda de la infeccién con T. cruzi
promueve la diferenciacién de células Treg, pero tiene efectos perjudiciales sobre la inmunidad

parasito especifica.

Las células Treg, a diferencia de las células T convencionales, mostraron ser resistentes a

la muerte inducida por TCDD.

Estos resultados nos permiten concluir que la administracién de ligandos de AhR durante
la infeccién con T. cruzi es capaz de favorecer el desarrollo de una respuesta regulatoria que
podria mantenerse durante la etapa crénica de la infeccién. Sin embargo, la expansion de
células Treg durante la fase aguda de la infeccidon con T. cruzi condiciona la apariciéon de una
respuesta inmune protectora pardsito especifica, influyendo de manera critica en la resistencia
del hospedador frente a la infeccidn. Por otro lado, de los experimentos realizados en ratones
AhRd, donde la seializacion AhR es deficiente, se desprende que la sefalizacion AhR por
ligandos que se producen durante la infeccién condiciona el desarrollo de una éptima y robusta
respuesta Thl especifica capaz de eliminar el parasito y su correcta contraccidn para evitar la

inmunopatologia.
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RESULTADOS I
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La senalizacidon de AhR restringe la diferenciacion de células T CD8+ de memoria durante la

infeccion con T. cruzi

Distintos reportes sugieren que AhR podria, de manera directa o mediante su accidn
sobre las células presentadoras de antigeno, modular eventos que resultan criticos para la
activacion de células T virgenes, influyendo en el desarrollo de las poblaciones de células T
efectoras y de memoria.””%*"

Con la finalidad de estudiar el rol de AhR en el desarrollo de la memoria inmunoldgica, se
analizo la diferenciacion de las poblaciones T CD8+ de memoria debido a que se contaba con la
herramienta del tetramero que permite evaluar en la poblacidn de células T CD8+ especificas
contra el pardsito (TSKB20/Kb+) diferentes marcadores de las poblaciones de memoria central
(MC) y efectoras/memoria efectora (ME). Asi, se evalud el desarrollo de células de memoria en
los modelos experimentales descriptos en el Capitulo II: tratamientos in vivo antes o durante la
infeccidn con diferentes ligandos de AhR que se diferencian en la “fuerza” con que se unen a
AhR, considerando como fuerza a la potencia del ligando, la cual estd relacionada con su
farmacocinética, biodisponibilidad y tiempo de unién al receptor. Asi se puede considerar que
TCDD activa AhR con fuerza alta y sostenida mientras que la combinacién de 3-HK + ITE lo hace
en fuerza baja y en los ratones AhRd la fuerza es muy débil. En la Figura 20A se observa que los
ratones tratados con TCDD presentan en bazo menor frecuencia de células CD8+ totales de ME
(CD8+CD44hiCD62L'°) y menor nimero absoluto de células CD8+ totales con el fenotipo de ME y
MC (CD8+CD44hiCD62Lhi) gue los ratones Control en el dia 10 pi. Al analizar la poblacién de ME y
MC CD8+ especificas (TSKB20/ Kb+) también se observd que el nUmero de estas células se
encontraba disminuido en el bazo de los ratones tratados con TCDD vs ratones Control. Estos
resultados sugieren un efecto negativo producido por una activacién fuerte de AhR sobre el
desarrollo de precursores de células CD8+ de memoria y efectoras. Sin embargo, debido a que
las células que han reconocido al antigeno son las que sufren los efectos directos de |a toxicidad
de TCDD (Figura 7B), este modelo experimental no permite concluir de manera clara respecto a
las consecuencias de la activacion de AhR en el desarrollo de precursores de memoria. En este

sentido, cabe destacar que en el grupo de ratones tratados con TCDD las células CD8+
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especificas que presentan fenotipo de ME son las que presentaron un mayor porcentaje de

células Anexina V+ 7AAD+ (Figura 20B).
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Figura 20. Efecto del tratamiento con TCDD sobre las poblaciones de linfocitos T de memoria CD8+. A) Graficos de
puntos representativo (izquierda) y barras mostrando el porcentaje y numero absoluto (derecha) de células de MC
(CD44+ CD62L+) y ME (CD44+ CD62L-) en las poblaciones CD8+ y CD8+ TSKB20/Kb+ en bazo. B) Graficos de puntos
representativos (izquierda) y barras (derecha) mostrando el porcentaje de esplenocitos Anexina V- 7-AAD-, Anexina
V+ 7AAD- y Anexina V+ 7AAD+ en la poblacion de células CD8+ y CD8+TSKBZO/Kb+ en animales tratado con TCDD y
Control al dia 10 pi. Las barras representan el promedio de los valores obtenidos + DE. Control, n=5; TCDD, n=4. La
significancia estadistica se calculd utilizando la prueba t de Student. Las diferencias significativas entre los grupos
Control y TCDD se indican como (*) p<0,05; (**) p<0,01y (***) p <0,001.

A los fines de poner a prueba la hipdtesis de que la activaciéon de AhR in vivo altera la
frecuencia de las subpoblaciones de células CD8+ totales y especificas de memoria, se analizé la

fase de induccidn de la respuesta de memoria en ratones B6 infectados con T. cruzi a los que se
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traté con 3-HK + ITE de acuerdo al esquema presentado en la Figura 10. Como muestra la Figura
21, la activacion de AhR mediada por 3-HK + ITE durante la infeccidén con T. cruzi disminuye el
porcentaje de células esplénicas CD8+ totales y CD8+ especificas que adquieren el fenotipo de
ME y MC.
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Figura 21. . Efecto del tratamiento con 3-HK + ITE sobre las poblaciones de linfocitos T de memoria CD8+. Grafico
de puntos representativo (izquierda) y barras (derecha) mostrando el porcentaje de células de MC (CD44+ CD62L+)
y ME (CD44+ CD62L- ) en las poblaciones CD8+ y CD8+ TSKB20/Kb+ de bazo. Las barras de los graficos representan
el promedio de los valores obtenidos + DE. Control, n=3; 3-HK+ITE, n=3. La significancia estadistica se calculd
utilizando la prueba t de Student. Las diferencias significativas entre los grupos Control y 3-HK + ITE se indican
como (*) p<0,05y (**) p<0,01.

Para corroborar estos hallazgos, comparamos la frecuencia y el nimero absoluto de
células CD8+ especificas de ME y MC presentes en bazo de ratones AhRd y WT en los dias 17 y
170 pi. Los ratones AhRd y WT presentaron, en el dia 17 pi similar frecuencia y nimero absoluto
de células CD8+ especificas (Figura 22A), mientras que el analisis de las poblaciones de ME y MC
evidencido que los ratones AhRd presentan mayor frecuencia de células CD8+ totales y

especificas con el fenotipo de ME que los ratones WT (Figura 22B).
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Figura 22. Poblaciones de células T CD8+ de memoria en ratones AhRd que cursan en la fase aguda de la
infeccion con T. cruzi. Esplenocitos de ratones AhRd y WT infectados se aislaron al dia 17 pi y las poblaciones de
células T CD8+ se analizaron mediante citometria de flujo. A) Porcentaje y nimero absoluto de células CD8+
TSKB20/Kb+ en bazo. B) Graficos de punto representativo (izquierda) y de barras (derecha) mostrando el
porcentaje y numero absoluto de células de MC (CD44+ CD62L+) y ME (CD44+ CD62L-) dentro de las poblaciones
CD8+ y CD8+ TSKB20/Kb+ en bazo. Las barras de los graficos representan el promedio de los valores obtenidos +
DE. Control, n=3 y AhRd, n=4. La significancia estadistica se calculé utilizando la prueba t de Student. Las diferencias
significativas entre los grupos se indican como (*) p<0,05; (**) p<0,01y (***) p <0,001.

En concordancia con los resultados observados en la etapa aguda, los animales AhRd
presentaron mayor porcentaje y numero absoluto de células CD8+ y CD8+ especificas que los
ratones WT en la etapa crénica de la infeccion (170 pi) (Figura 23A). Ademas, el estudio de las
subpoblaciones de memoria en los linfocitos CD8+ especificos teniendo en cuenta la expresion
de los marcadores CD44 y CD127, que distinguen células de MC (CD44hi CD127hi) y ME (CD44hi
CD127'°), demostré que el porcentaje y niumero absoluto de células CD8+ especificas con
fenotipo de MC se encontraron aumentadas en bazo de los ratones AhRd vs WT (Figura 23B).
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Figura 23. Poblaciones de células T CD8+ de memoria en ratones AhRd que cursan en la fase cronica de la

infeccidn con T. cruzi. Esplenocitos de ratones AhRd y WT infectados se aislaron al dia 170 pi y las poblaciones de

células T CD8+ se analizaron mediante citometria de flujo. A) Porcentaje y nimero absoluto de células CD8+ y CD8+

TSKB20/Kb+ en bazo en el dia 170 pi. B) Gréficos de punto representativos (izquierda) y barras (derecha) indicando
del porcentaje de células de CD44+ CD127+ (MC) y CD44+ D127- (ME) dentro de la poblacién de linfocitos
CD8+TSKB20/Kb+. Las barras representan el promedio de los valores obtenidos + DE. Control, n=4 y AhRd, n=4. La

significancia estadistica se calculd utilizando la prueba t de Student. Las diferencias significativas entre los grupos se

indican como (*) p<0,05; (**) p<0,01 y (***) p <0,001.
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CONCLUSIONES Ili

La activacion fuerte de AhR con TCDD que incrementa la apoptosis en las células de
memoria efectora podria ser la causa de la disminucién en el nimero de células CD8+ y
CD8+ especificas de memoria efectora y memoria central observada en bazo de ratones

tratados con TCDD en la fase aguda de la infeccidn.

El modelo de tratamiento de activacion débil de AhR con 3-HK + ITE permitié

concluir que la sefializacién AhR inhibe el desarrollo de las células de memoria.

El modelo de infeccidon con T. cruzi en ratones AhRd permitid corroborar los
resultados obtenidos con los modelos de activacion de AhR mostrando que la falta de

sefializacion AhR promueve el desarrollo de poblaciones de memoria.

Estos resultados sugieren que durante la infeccidn con T. cruzi la activacién
fisioldgica de AhR, mediante la uniéon a ligandos enddgenos generados durante la
infeccidn, restringe la diferenciacidn de las células T CD8+ de memoria impactando en la

magnitud de la respuesta inmune especifica de larga vida contra el parasito.
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RESULTADOS IV
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Perfil diferencial de metabolitos del triptéfano en plasma de pacientes con Enfermedad

de Chagas crénica.

Luego de que se genera un proceso inflamatorio se ponen en marcha distintos
mecanismos regulatorios para controlarlo y limitar asi el dafio tisular que puede ocasionar
la liberacion crénica de mediadores inflamatorios. Entre los mecanismos que participan en
la regulacidn de la respuesta inflamatoria se encuentra la activacion del eje IDO-AhR. Asi,
se ha reportado que algunos de los productos de la degradacién del Trp por IDO son
ligandos de AhR que pueden activar este receptor e iniciar mecanismos de regulacion de

92117 Expresado de otra manera, en los procesos inflamatorios crénicos

la inflamacion.
como los que presentan los pacientes infectados con T. cruzi, la modulacién de los niveles
de agonistas de AhR en suero y la actividad de AhR podria jugar un rol importante en el

mantenimiento del proceso inflamatorio caracteristico de la CCC.

Con el objetivo de evaluar la presencia de ligandos de AhR en suero, se analizaron
muestras de plasma obtenidas de pacientes que se encuentran en la etapa crénica de la
infeccién y de individuos no infectados (Control). Las muestras se clasificaron como no
infectados (Control) e infectados (INF); a su vez los individuos infectados se agruparon en
asintomaticos o indeterminados (IND), y los que presentaban CCC se subdividieron en
Leve o Severo teniendo en cuenta la presencia de alteraciones electrocardiograficas (ECG)
y en la radiografia (RX) de térax. Las muestras que constituyeron cada grupo de pacientes
fueron seleccionadas teniendo en cuenta la distribucién de edad y sexo: promedio de
edad, los valores de los percentiles 25 y 75 respecto de las edades y el porcentaje de

muestras provenientes de individuos del sexo femenino (Tabla 1).
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Grupo Sexo femenino Edad
Control (17) 13 (76,5) 46,52 (39-53)
INF (29) 20 (68,9) 49,48 (41-53)
Control (25) 16 (64) 42,15 (37-50)
IND (18) 12 (66,7) 45,61 (40-53)
CCC (18) 12 (667) 46,5 (41-55)
Control (17) 12 (70,58) 43,37 (41-54)
IND (15) 10 (66,67) 49,61 (40-57)
Leve(7) 6 (85,1) 50,14 (41-55)
Severo (7) 5(71,42) 48,85 (42-53)

Tabla 1. Distribuciéon de edad y sexo entre los diferentes grupos de pacientes y controles. Columna grupo:
nombre de cada grupo tal y como se muestra en el/los grafico/s, entre paréntesis el tamafio de la muestra.
Columna sexo: los numeros representan, de izquierda a derecha, nimero absoluto de personas del sexo
femenino y entre paréntesis el porcentaje que representan. Columna edad: de izquierda a derecha,
promedio de la edad, entre paréntesis, el valor del percentil 25y el 75.

En primer lugar, se analizé la presencia global de ligandos de AhR circulantes en
plasma de individuos Control y pacientes INF, utilizando el sistema de plasmidos
reporteros descripto para ratones Balb/c y B6 pero realizando la transfeccion en una linea
celular de origen humano (HEK 293). Se detectdé una disminucién global de la actividad
agonista de AhR en el suero de los pacientes infectados con T. cruzi en relacién con el
grupo Control no infectado (Figura 24A). Cuando el analisis de estos resultados se realiz
clasificando las muestras de los pacientes infectados crdnicos segun presentaran (CCC) o
no (IND) patologia cardiaca, no se observaron diferencias significativas entre los dos

grupos de pacientes INF (IND y CCC). Sin embargo, los resultados parecen mostrar una
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tendencia negativa entre la actividad agonista AhR en suero y la presencia de infeccién o
de infeccién asociada a cardiopatia chagdsica (Figura 24B). Cuando los pacientes CCC
fueron subclasificados segun el grado de patologia cardiaca en Leve o Severa, se observd
que la actividad agonista en suero de pacientes con patologia cardiaca Leve es
significativamente menor que la detectada en sueros IND y en sueros de pacientes con

patologia cardiaca Severa (Figura 24C).

>
w
o)

ek

150 ik

150 - ek . 150+ Ak
[
]
100 z, .I-.

100 1

501 [ ]

Actividad Relativa (%
Lo
.
)
[
1 [
:b >
#ﬂr
Actividad Relativa (%)
8
.

Actividad Relativa (%)
8
.
[
.
(i

=
(=]
(=]

N & N Q O N @ o
«© & & & R 3 & & &
oo"-\ OO o° q,e,

Figura 24. Actividad de ligandos de AhR en suero de pacientes cursando la etapa cronica de la infeccién
con T. cruzi y controles no infectados. A) Actividad relativa de luciferasa en plasma de individuos Control e
infectados (INF). Los resultados se muestran como el promedio de los valores obtenidos + DS. B) Actividad
relativa de luciferasa en plasma de individuos Control, IND y con CCC C) Actividad relativa de luciferasa en
plasma de individuos Control, IND y que presentan cardiopatia Leve o Severa. La significancia estadistica se
calculd utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Las diferencias significativas entre los grupos se indican
como (*) p £0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,01y (****) p <0,0001.

Debido a que se ha reportado que algunos catabolitos del Trp son también
ligandos de AhR, se utiliz6 metabolémica dirigida mediante cromatografia liquida de alta
resolucién acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) con el objetivo de identificar
cambios en las concentraciones de metabolitos derivados del Trp en suero que pudieran
generarse en la infeccién o que fueran caracteristicas de cada una los grupos en los que se
clasificaron las muestras de los pacientes infectados crdnicos. Se realizé un andlisis de
componentes principales (ACP) de los metabolitos pertenecientes a las vias de
degradacion del Trp teniendo en cuenta los Componentes Principales (CP) 1y 2. En este

tipo de andlisis el CP1 es el que contribuye en mayor medida a la variabilidad observada
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entre las muestras, seguido del CP2. En este caso los CP1 y 2 explican alrededor del 47%
de la informacién introducida (Figura 25). El CP1 da cuenta de la variabilidad observada
entre el grupo Control y los pacientes infectados, ubicdndose del lado derecho del grafico
la mayor cantidad de valores correspondientes a las muestras de pacientes infectados y
del lado izquierdo a los del grupo Control. Por su parte, la variabilidad reflejada en el CP2
muestra las diferencias entre los sueros de pacientes que presentan cardiopatia severa y

los demds grupos.

En el gréfico Biplot de la Figura 26 se encuentra representada la asociacion entre
los metabolitos y los distintos grupos de pacientes. En este grafico sélo se representaron
los metabolitos que contribuyen en mayor medida a las diferencias observadas en cada
uno de los CP (Tabla 2). Cuando los angulos entre vectores son pequenos, como los que se
observan del lado derecho del CP1, indican que esas variables se encuentran relacionadas
fuerte y positivamente, es decir que si una estd aumentada es probable que la otra
también lo esté; angulos cercanos a 90° nos indican que no hay una dependencia entre las
variables y dngulos de 180° indican una correlacién negativa. Realizando este analisis en el
CP1, se pudo observar que los metabolitos N-metilserotonina, 5-hidroxitriptéfano,
serotonina, triptamina y 4cido picolinico (Tabla 2) estan correlacionadas de manera
positiva. Los tres primeros pertenecen a la misma via de metabolizacion del Trp

denominada via de la serotonina (lo que podria explicar su cercania).
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Figura 25. Analisis de componentes principales de metabolitos del Trp en sueros de individuos sanos y en la
etapa crénica de la enfermedad de Chagas. Grafico de plano principal en el cual cada simbolo representa una
muestra.

De manera interesante, tanto en la via de la serotonina como para la conversion de
Trp en triptamina interviene la enzima Trp descarboxilasa (base de datos de la
Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto, KEGG). En el CP2, los vectores que mas
contribuyen a la distribucion observada son los correspondientes a Trp y KYN y en menor
medida N-acetilserotonina y acido quinolinico (Tabla 2), estos metabolitos también

presentan una correlacion positiva entre si.

Asi, se observa que los metabolitos que contribuyen a la separaciéon dada por CP1
(N-metilserotonina, 5-hidroxitriptdfano, serotonina, triptamina y acido picolinico), se
encuentran aumentados en las muestras de pacientes infectados. Ademas, al analizar la

cercania entre los vectores y las muestras de los pacientes infectados, se observé que las
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muestras de los grupos IND y Leve se ubican mas cerca de estos los vectores que las
muestras del grupo Severo, indicando que estos compuestos estarian menos
representados en sueros de pacientes con cardiopatia severa. Por otro lado, Trp, KYN, N-
acetilserotonina y acido quinolinico, que contribuyen a la separaciéon dada por CP2,

estarian mas aumentados en los sueros de los individuos con cardiopatia severa.
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Figura 26. Principales metabolitos del Trp que contribuyen a la separacién entre los grupos. Gréfico Biplot: cada
simbolo representa una muestra y los metabolitos estan representados como vectores que contribuyen en
mayor medida a la separacién observada.

A los fines de corroborar estas observaciones, se analizaron los metabolitos de
manera individual en cada uno de los grupos. Siguiendo lo reportado por Girones y col.}”®,
a los fines de normalizar los resultados y expresarlos en el grafico, se le asignd el valor 1 a
la mediana de los valores obtenidos para cada metabolito y a cada muestra el valor
relativo correspondiente. Se observd que los metabolitos N-metilserotonina, 5-

hidroxitriptéfano, serotonina y triptamina, que contribuyen en mayor medida en la
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separacion dada por el CP1 (separando al grupo Control del infectado), se encuentran
significativamente aumentados en plasma de pacientes INF respecto al Control (Tabla 2).
Sin embargo, al separar a los pacientes INF en IND, Leves y Severos, sélo 5-
hidroxitriptéfano, serotonina y N-metil serotonina se encuentran significativamente
aumentados respecto a los controles en todos los grupos infectados (Figura 27). Por otro
lado, en la seccidn negativa del CP1 del grafico Biplot se observd que el vector
correspondiente al acido xanturénico se ubica préoximo a los puntos que representan las
muestras de suero del grupo Control (Figura 26), por lo que deberia encontrarse
aumentado respecto a los INF. De igual manera, si bien no aparece en el grafico Biplot
debido a su menor valor de contribucidén en el CP1, el acido kinurénico también se ubica
en la seccion negativa del CP1, con un valor de contribucién al CP muy cercano al del acido
xanturénico (Tabla 2). El analisis de la presencia de acido xanturénico y acido kinurénico
mostré que estos metabolitos se encuentran significativamente aumentados en suero de
pacientes Control respecto a los INF (Figura 28) y dado que estos compuestos son ligandos
de AhR podrian contribuir a la mayor actividad global de AhR observada en sueros Control
(Figura 24A). Por otro lado, se observé que las muestras del grupo Severo presentaba
niveles significativamente mayores de Trp, KYN, acido quinolinico y N-acetilserotonina que
las de los grupos IND y Leve. En todos los casos, excepto en el del acido quinolinico, los
valores obtenidos para cada uno de estos metabolitos fueron ademas significativamente
mayores en las muestras del grupo Severo que en las del grupo Control (Figura 27 y 29).
De manera interesante, los niveles de N-acetilserotonina detectados en muestras de
pacientes Severos fueron 4 veces mayores que los hallados en las muestras de los demas

grupos.

Los resultados indican que la infeccién con T. cruzi modula de manera diferencial el
perfil de metabolitos del Trp observado en los distintos grupos de pacientes infectados
crénicos, por lo que algunos de estos metabolitos podrian resultar de utilidad como

biomarcadores de la enfermedad o indicadores de severidad.
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Metabolito Correlacion
(CP1)

5-hidroxitriptofano 0.921366039  4.358277844e-20 P=0,001
Serotonina 0.901576934  5.502472549e-18 P=0,0006
Triptamina 0.779310299  1.099461905e-10 P=0,0057
N-metilserotonina 0.763500713  4.348586873e-10 P=0,0003
Acido picolinico 0.713630502  1.798584984e-08 P=0,0994 (ns)
Acido xanturénico -0.47872820  0.00066415941 P=0,00297g
Acido kinurénico -0.35989178  0.01296474022 P=0,00980§
=
(CP2)

Triptéfano 0.875431158 8.306386897e-16 P=0,4649 (ns)
Kinurenina 0.800332937 1.468716547e-11 P=0,0006
N-acetil serotonina 0.752297048  1.082249074e-09 P=0,1041 (ns)
Acido quinolinico 0.661191178  4.215150936e-07 P=0,0854 (ns)

Tabla 2: Principales metabolitos asociados a las diferencias observadas en el CP1 y CP2 y valores de
significancia entre el grupo Control e Infectado para cada uno de los metabolitos. La columna correlaciéon
muestra el valor de correlacidon del metabolito respecto al eje en el que se encuentra representado, la
columna p muestra la significancia de la correlacién. La columna Control vs infectado muestra el valor de p
entre estos grupos para el metabolito particular. Los valores de p<0,05 indican un aumento significativo del
metabolito en el grupo Infectado respecto al Control, a menos que se indique lo contrario. ns: no
significativo, a: los valores son mayores en el grupo Control que en el infectado.

121



Triptéfano 5-hidroxitriptéfano (5-HTF)

i -
P L — 5
25 —_— ° p . L-aminoacido =
4

v " INF aromatico : INF
20 ‘a‘@ . - descarboxilasa 4 *
L] —’.
. —_—
15 . - a . . v P M
10 * ’ :EE Triptafano
hidroxilasa

/.I—metiltransferasa

Triptamina
e N-acetilserotonina N-metilserotonina

5 - °
L ] kil 20 _—
INF 10 _—
4 ~ E— Acetaldehido de

4 & 18 5-hidroxiindol
, . v s 10
oy 5
REL J
i 0
.
0-—e T 5 Aldehido
o@s"\ & \9“% w_,e‘o ) reductasa
e, of
Aldehido
O-metiltransferasa deshidrogenasa
de hidroxiindol
Acido Hidroxiindol
Melatonina - S-hidroxitnptefol
Acetico (HIAA) 5

Figura 27. Metabolitos de la via de la serotonina y triptamina detectados mediante LC-MS. Los graficos
muestran valores normalizados de los datos de abundancia relativa de iones obtenidos en la determinacion,
los datos se graficaron como la mediana y el rango intercuartil. Sobre las flechas se encuentran los nombres
de las enzimas involucradas en cada proceso. S: indica los metabolitos que en el ACP contribuyen a la
separacién del grupo Severo. INF: indica los metabolitos que en el ACP contribuyen a la separacion entre los
grupos INF y Control. La significancia estadistica se calculé mediante la prueba U de Mann-Whitney. Las
diferencias significativas entre los grupos se indican como (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001 y (****)
p<0,0001
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Figura 28. Acido kinurénico y acido xanturénico detectados mediante LC. Los graficos muestran valores
normalizados de los datos de abundancia relativa de iones obtenidos en la determinacién, los datos se
graficaron como la mediana y el rango intercuartil. La significancia estadistica se calculé mediante la prueba
U de Mann-Whitney. Las diferencias significativas entre los grupos se indican como (*) p<0,05 y (**) p<0,01.
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Figura 29. Metabolitos de la via de las kinureninas detectados mediante LC-MS. Los graficos muestran
valores normalizados de los datos de abundancia relativa de iones obtenidos en la determinacion, los datos
se graficaron como la mediana y el rango intercuartil. Sobre las flechas se encuentran los nombres de las
enzimas involucradas cada proceso. S: indica los metabolitos que en el ACP contribuyen a la separacion del
grupo Severo. IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa, KAT: kinurenina aminotransferasa, KYNU: kinureninasa,
KMO: kinurenina monooxigenasa, 3-HAAO: 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa, FAD: antranilato 3-
monooxigenasa, 3HAAT: 3-hidroxiantranilato metiltransferasa, NAD: nicotinamida adenina dinucleédtido, *:
ciclacion no enzimdtica. La significancia estadistica se calculé mediante la prueba Mann-Whitney. Las
diferencias significativas entre los grupos se indican como (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p <0,001 y (****)
p<0,0001.
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CONCLUSIONES IV

Los niveles de agonistas de AhR en suero de pacientes infectados con T. cruzi son

significativamente menores que los detectados en sueros de controles sin infectar.

Los sueros de individuos Control expresan mayores niveles de los ligandos de AhR

acido kinurénico y dcido xanturénico que los de pacientes INF.

Existe una correlacién negativa entre la actividad agonista AhR en suero y la

presencia de infeccién y de infeccidn asociada a cardiopatia chagasica.

Los sueros de pacientes con cardiopatia leve presentan menor actividad agonista

gue la de los pacientes IND y con cardiopatia Severa.

La determinacién en plasma de los metabolitos del Trp utilizando metabolédmica

dirigida mediante LC-MS revel6 que:

Los niveles de 5-hidroxitriptéfano, serotonina y N-metil serotonina se encuentran

significativamente aumentados en plasma de todos los grupos INF respecto al Control.

Los niveles de triptofano, kinurenina, y N-acetilserotonina fueron

significativamente mayores en el grupo Severo que en los grupos Control, IND y Leve.

Los niveles de N-acetilserotonina detectados en muestras de pacientes Severos

fueron 4 veces mayores que los hallados en las muestras de los demds grupos.

Estos resultados indican que en la infeccidn con T. cruziy en los diferentes estadios
de la Enfermedad de Chagas crénica se modula de manera diferencial los niveles de
agonistas de AhR en suero vy el perfil de metabolitos del triptdfano, por lo que algunos de
estos metabolitos podrian resultar de utilidad como biomarcadores de la enfermedad o

indicadores de severidad.
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DISCUSION
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La Enfermedad de Chagas, causada por el pardsito Trypanosoma cruzi representa
un problema sanitario prioritario en nuestro pais. De acuerdo con los datos del Ministerio
de Salud de la Nacion Argentina alrededor de 2 millones de personas se encuentran
infectadas. Se estima que cada afio mueren alrededor de 12000 personas debido al
desarrollo de cardiopatia chagdsica cronica (CCC) que afecta alrededor del 30% de los

Y7l resto de

individuos infectados y que ocurre décadas después de la infeccidon aguda.
los pacientes desarrolla complicaciones digestivas (5-10%) mientras que el 60-70%
restante permanece asintomatico.? Si bien los mecanismos que llevan a que un grupo de
individuos desarrolle CCC aun no han sido completamente dilucidados, se conoce que los
pacientes con CCC presentan una respuesta inflamatoria mas intensa que los
asintomaticos, presentan mayores niveles de citoquinas proinflamatorias circulantes,
mayor numero de células productoras de IFN-y y un menor porcentaje de células
productoras de IL-10 y Treg en sangre periférica en comparacién a los

asintomaticos.*>*175718

Por otro lado, en el modelo de infeccidn con ratones B6 se
observé que esta cepa desarrolla una importante respuesta Thl capaz de controlar la
replicacion del parasito.”® Sin embargo, al igual que lo que sucede en los pacientes con
CCC los ratones B6 presentan una mayor dificultad para controlar la respuesta
inflamatoria, lo que resulta en mayor mortalidad por dafio hepdatico, asociada a altos
niveles de TNF y bajos de IL-10 en suero, y a su incapacidad para expandir la poblacién de
células Treg, que en paralelo a la gran expansién que sufre el compartimento de células T

. . s 1
resulta en una incrementada relacion T efectoras/Treg.SB’ >9

Recientemente, ha cobrado importancia el estudio de AhR como regulador de
la respuesta inmune innata y adaptativa, principalmente debido a las posibilidades
terapéuticas que ofrece su manipulacién. Se ha descripto que AhR es capaz de inducir
la diferenciacion de células T hacia un perfil de tipo regulatorio (Treg, Trl) o
inflamatorio (Th17) de acuerdo a la fuerza de activacion del ligando vy al

117140 g6 ha demostrado

microambiente de citoquinas presente, entre otros factores.
ademas, que la activacidon de AhR puede ser inducida por diversos ligandos presentes

en el microambiente, entre ellos los metabolitos del Trp, los cuales han emergido
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como un grupo clave dentro de los ligandos agonistas endégenos de este receptor.109

Durante la infeccion con T. cruzi, el aumento de IDO y posterior catabolismo del Trp en
la via de las kinureninas, tiene dos papeles fundamentales: el controlar del crecimiento
del parasito mediante la produccién de 3-HK y favorecer la respuesta inmune
regulatoria mediante la expansion de células Treg mediada por 3-HK. °%'®' |3
induccion de IDO depende de la expresidon de AhR y a su vez varios de sus metabolitos
son ligandos de este receptor asociados a la induccién de células Treg.?>**>'® sj bien
KYN es un ligando considerado de afinidad intermedia, recientemente se ha descripto
gue subproductos de KYN generados de manera espontanea, denominados TEACOPs,
tienen una capacidad de activacion de 100 a 1000 veces mayor que el compuesto

. Ademas, se ha reportado que la administracién terapéutica del ligando de

origina
AhR 3-HK en ratones Balb/c infectados con T. cruzi es capaz de inducir células Treg y
mejorar la patologia cardiaca en esta cepa de ratones.*®!

En este trabajo de tesis se estudid el efecto de la infeccidn con T. cruzi sobre la
modulacion de la expresién de AhR y de sus ligandos agonistas en dos cepas de
ratones con diferente susceptibilidad a la patologia inflamatoria. Ademas se investigd
el rol que juega la sefalizacidon a través de este receptor en la regulacion de la
respuesta inmune inflamatoria caracteristica de la enfermedad de Chagas y el
desarrollo de memoria inmunolégica. Finalmente, se analizé6 como la infeccién con
T. cruzi modula la presencia de ligandos agonistas de AhR y de metabolitos del Trp en

suero en pacientes infectados que cursan diferentes formas clinicas de la enfermedad

y su posible uso como biomarcadores.

Al analizar la expresidon de AhR en bazo de ratones NI se observd que los ratones

B6 presentaban mayor expresion del receptor, tanto a nivel de proteina como de ARNm

que los Balb/c. Ademas, se observo una disminucion en la expresidn del receptor en

los

ratones B6 y un aumento en los Balb/c durante la infeccion. La expresion de AhR puede

ser regulada por diversos factores de transcripcion entre ellos el receptor

glucocorticoides (GR).82,182

de

Los glucocorticoides son hormonas producidas en respuesta al

estrés que poseen capacidad inmunosupresora. En ensayos in vitro realizados en una
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linea celular de hepatoma murino, se observd que la incubacién con dexametasona
(glucocorticoide sintético) favorece la transcripcion de AhR mediante un mecanismo
dependiente del GR y que el aumento en la expresion de AhR se encuentra asociado a
una mayor capacidad de respuesta a sus ligandos. En concordancia, la extraccién del
hipotalamo en ratas lleva a una disminucion en la expresidon de AhR en el higado de estos

animales.'8%13

En cuanto a la produccién de glucocorticoides durante la infeccidon con T.
cruzi Roggero y col. 2007 han reportado que en la primer semana de infeccidn los niveles
de corticosterona aumentan rapidamente en los ratones Balb/c mientras que en los B6 no
se observan cambios significativos hasta la tercera semana de la infeccién,'® lo cual
podria explicar las diferentes cinéticas de expresién de AhR observadas entre los ratones
Balb/c y B6. Ademads, en la infeccion con T. cruzi los glucocorticoides enddgenos son
necesarios para mantener el balance entre células T convencionales/Treg, por lo que el
retraso en el aumento de corticosterona en los ratones B6 estaria asociado a la baja
expresion de AhR y al desbalance entre células Tconvencionales y Treg observado en esta
cepa de ratén.”® Por otro lado, la expresién de la enzima hepatica L-triptéfano 2,3-
dioxigenasa (TDO), que media el paso inicial del catabolismo del Trp en el higado,
aumenta en respuesta a cortisol, lo que podria llevar al aumento de kinureninas
circulantes.'® Por lo que no solo las diferencias observadas en la actividad de la enzima
IDO entre ratones Balb/c y B6 sino también un aumento en la actividad de TDO
relacionada a la concentracion de glucocorticoides sistémicos generados en la infeccion
podrian constituir uno de los mecanismos por los cuales se observa una mayor

concentracién de KYN (Figura A1) y mayores niveles de ligandos agonistas de AhR totales

en suero de ratones Balb/c respecto de B6 (Figura 2) en la etapa aguda de la infeccién.

Distintos estudios han puesto en evidencia que existe una correlacidon entre la
presencia de polimorfismos genéticos y el desarrollo de patologl'a.186 En este sentido,
reportes indican que ciertos polimorfismos funcionales de AhR se encuentran asociados
con mayor riesgo de padecer enfermedades coronarias y al desarrollo de vitn’ligo.187'188
Esto podria deberse a que ciertas variaciones en la estructura primaria de una proteina

pueden repercutir en la manera en que interacciona con otras proteinas, ligandos o

131



secuencias de ADN, modificando el resultado de dicha interaccidn. En este sentido, se ha
reportado que un cambio en un solo aminodcido en la region de unién a ligando vuelve a
los ratones con el polimorfismo denominado AhRd menos susceptible a los efectos tdxicos
de TCDD, requiriéndose concentraciones de un determinado ligando de 10 a 100 veces
mayores a la normal para lograr una activacion similar a la observada en otras cepas de
ratones.®® Para analizar cémo los polimorfismos de AhR presentes en las cepas Balb/c y
B6 afectan la capacidad de respuesta a un ligando que genera una senal de activacion de
AhR fuerte persistente como TCDD, y a un ligando que produce una sefializacion mas débil
como ITE, se utilizaron macrdéfagos derivados de médula 6sea de estos ratones. Se
observd que tanto en presencia de ITE como de TCDD se induce una mayor transcripciéon
de Cyplal, medida indirecta de la activacion de AhR, en los macréfagos de los ratones
Balb/c (Ahr"?) que en Mos de ratones B6. Ademds, se observé que las diferencias en
polimorfismos entre estas cepas de ratén también influyen en la fuerza de activacidn de
AhR por ligandos endégenos como ITE. Estos resultados concuerdan con diferentes
reportes que indican que el alelo de AhR presente en los ratones Balb/c se activa con
mayor intensidad que el de ratones B6 en presencia de particulas provenientes de la
combustién, mezcla que contiene entre sus componentes organicos ligandos de AhR

conocidos como hidrocarburos aromaticos policlicos (HAP) y derivados de HAP.'**®p

or
otro lado, el tratamientos de los macréfagos con el lisado de T cruzi aumentd la
transcripcion de Cyplal en ambas cepas de ratones, efecto que se demostré dependiente
de AhR ya que el nivel de transcripciéon de Cyplal disminuye significativamente con el
agregado del antagonista de AhR CH223191 a los cultivos (Figura 3A). A los fines de
evaluar la presencia de ligandos de AhR en el extracto total de T. cruzi, se evalud la
capacidad de este lisado para activar AhR utilizando el ensayo de plasmidos reporteros. Se
observd que este lisado fue incapaz de inducir actividad de luciferasa (no mostrado), lo
que demuestra la ausencia de ligandos agonistas de AhR en un extracto de antigenos
parasitarios y sugiere que el aumento en la expresiéon de Cyplal mediado por AhR

observado en macroéfagos (Figura 3), se debe a que el lisado induce la producciéon por el

macrofago de ligandos agonistas endogenos de AhR. Sin embargo, este resultado no
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invalida la existencia de moléculas generadas por el microorganismo vivo que puedan
actuar como ligandos de AhR o modular indirectamente su actividad. En este sentido,
mediante andlisis de bases de datos de genes, se ha observado que existe un aumento de
la enzima kinureninasa en la forma metaciclica infectiva de T. cruzi en relacién a la
epimastigote, que es capaz de clivar KYN y 3-HK para generar L-arginina y acido antranilico
o 3-hidroxiantranilico (3-HAA).'*° Si bien no se ha reportado que 3-HAA sea ligando de AhR
su oxidacion genera acido cinabarino un metabolito que se sabe es capaz de activar al
receptor.93 Asi mismo, se ha reportado que el 3-HAA induce la transcripcion de AhR de
mediante su unién al coactivador nuclear 7 (NCOA7), que se expresa en varias tipos
celulares, entre ellos CDs y Mo. Ademas, se ha asociado a 3-HAA con el aumento de IDO
lo que podria favorecer la generacion de metabolitos de la via de las kinureninas
generando mas ligandos del Trp, que podrian ser luegos clivados por la enzima del

91192 por otro lado, el aumento de la enzima

pardsito llevando a la activacién de AhR
kinureninasa en la forma infectiva del parasito podria constituir un mecanismo de evasion
de la respuesta inmune del hospedador a tiempos tempranos de la infeccién, para evitar

41160 Epy este

su eliminacion disminuyendo la concentracion del metabolito téxico 3-HK.
sentido se ha reportado también que 3-HAA es capaz de potenciar la capacidad
inmunoregulatoria de CDs IDO+ aumentando su capacidad de supresién de células
efectoras (CD4+ CD25-).

Por otro lado, los polimorfismos en AhR no solo condicionan la afinidad de unién a
ligandos, sino que también pueden afectar la disponibilidad del receptor mediante la
alteracion de procesos postraduccionales, entre ellos la fosforilacidn y ubiquitinacién del
receptor. Se ha reportado que la sustitucién de la Ser-12 y 36, sitios de fosforilacion de
PKC adyacentes a los fragmentos que conforman “sefial de localizacion nuclear” (NLS) de
AhR, por acido aspartico u otro aminodcido de carga negativa que simula la carga negativa

de la fosforilacién, inhibe la translocacion de AhR al nucleo.®’

Al determinar el porcentaje
de AhR presente en el nucleo de macréfagos derivados de peritoneo, se observd una
mayor localizacién nuclear del receptor en macréfagos de ratones Balbc NI e INF respecto

a los de B6. Teniendo en cuenta que el analisis de las secuencias de aminodacidos de AhR
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de ratones Balb/c y B6 presente en la base de datos de secuencias protéicas del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) no mostré que existan substituciones en
la Ser-12 y 36 en ninguno de los receptores presentes en estas cepas, la mayor
translocacidon de AhR al nucleo en células Balb/c podria estar relacionado con la mayor
presencia de ligandos de AhR observada en los ratones Balb/c luego de la infeccion (Figura
2A y Figura 3). Por otro lado, la menor localizacién de AhR en el nucleo se asocia con la
activacion de los mecanismos que regulan la transcripcion del receptor, favoreciendo su
movilizacion al citoplasma y posterior destruccion en proteosomas. Por lo que la
disminucion de AhR en el nucleo que se observa a las 24 h pi en macrofagos de peritoneo
de ratones B6 (Figura 4) y la rdpida disminucién de la expresién de AhR en esplenocitos
gue se evidencia desde el dia 3 pi (Figura 1B y C) podria deberse a que el AhR expresado
en ratones B6 presenta una mayor susceptibilidad a la ubiquitinacion y posterior
protedlisis que el expresado en Balb/c. Lo que llevaria a un disminucion en la magnitud y
duracion de la regulacion génica mediada por AhR debido a su menor tiempo de
disponibilidad en el nucleo.**

La infeccién con T cruzi modula de manera diferencial la expresidon de AhR en estas
cepas de ratdn, asi como también la generacion de ligandos de AhR. Las diferencias
observadas se encontrarian asociadas al componente genético del hospedador, entre
estos, a los polimorfismos de AhR que determinan la magnitud de la respuesta del
receptor frente a ligandos y su susceptibilidad a la regulacion mediante modificaciones
postraduccionales. La rdpida disminucion de AhR durante la infeccién observada en
células de ratones B6, su menor capacidad de generar ligandos enddgenos y de activar a
AhR son factores que podrian contribuir a la menor capacidad para inducir células Treg y
en general de controlar la respuesta inflamatoria observada en esta cepa de ratones luego

de la infeccion con T. cruzi.

De manera interesante, al determinar la composicidon de metabolitos del Trp en los
sueros de pacientes infectados y Control mediante LC-MS, se observd que la
concentracion sérica de KYN, primer metabolito del Trp generado por la actividad de IDO

en la via de las kinureninas, fue mayor en suero de pacientes infectados que en los de los
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controles (Figura 28). Asi, se ha demostrado que, tanto en humanos como en el modelo
murino (Capitulo 1), la concentracidn del ligando de AhR KYN aumenta en suero luego de
la infeccidn, hecho que se correlaciona con el incremento de la actividad de IDO que se
observa en el modelo murino luego de la infeccién. Sin embargo, la actividad global de
ligandos de AhR se encuentra disminuida en el suero de los pacientes infectados crénicos
respecto de los controles y es similar a lo observado en ratones NI e infectados a partir del
dia 15 pi (Figura 2B). En conjunto, estos resultados sugieren que la menor actividad global
de ligandos de AhR presentes en suero de individuos infectados se debe a un efecto de la

infeccion sobre la produccion de otros ligandos de AhR diferentes de KYN.

Ademas, al agrupar los pacientes con CCC de acuerdo con el grado de severidad de
la patologia cardiaca en Leve o Severa se observé que los pacientes con la forma Severa
presentan significativamente mayores niveles de activacion de AhR que los pacientes con
la forma Leve. De manera similar a lo que se observa en sueros de individuos Control y
pacientes infectados (CCCy IND) (Figura 24B), se ha reportado que en sueros de pacientes
que presentan esclerosis multiple remitente-recurrente (EMRR) el balance global de
ligandos de AhR es menor que el del grupo control.*** Ademds, y de forma andloga a lo
observado comparando los niveles de agonistas en sueros de pacientes con CCC Severa y
Leve, en las muestras de suero de pacientes con EMRR activa se detecta una mayor
actividad global asociada a ligandos de AhR que en suero de individuos con EMRR en
remision, indicando una asociacion entre mayor inflamacién e incremento de la actividad

agonista de AhR en ambas patologias.*®*

En relaciéon con la mayor concentracion de KYN acompafiada de menor actividad
agonista AhR observada en suero de pacientes infectados con T. cruzi, se podria
considerar un efecto de la infeccidn sobre vias metabdlicas que controlan la produccién y
degradacion de agonistas de AhR e hipotetizar la presencia de mayores niveles de algunos
agonistas de AhR, diferentes de KYN, en sueros de pacientes Control vs INF. Asi, el analisis
de metabolitos del Trp por LC-MS revelé que tanto los niveles de acido kinurénico como
los de acido xanturénico son menores en los sueros de pacientes INF en relacién al grupo

Control (Figura 28). Utilizando una linea celular de hepatoma humana que expresa de
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manera estable un plasmido reportero que contiene un sitio DRE acoplado a luciferasa
con una secuencia similar a la utilizada en este trabajo de tesis, se ha demostrado que
tanto el acido kinurénico como el xanturénico son capaces de activar el AhR humano.**
Por lo que el aumento en la actividad agonista global de AhR observada en los sueros
Control podria estar mediada en parte por la presencia de estos ligandos. Considerando
que para el estudio de la abundancia de metabolitos en suero realizado mediante LC-MS
se utilizé un enfoque de metaboldmica dirigida, es decir se determiné la abundancia de
metabolitos previamente identificados mediante la utilizacidon de patrones, es importante
destacar que la identificacién de la presencia de ligandos de AhR entre el grupo Control vs
el INF y su asociacidn con la disminuciéon de la actividad agonista de AhR estuvo limitada a
metabolitos conocidos. En este sentido, recientemente se ha reportado que metabolitos
intermediarios generados a partir de KYN de manera espontdnea actian como ligandos de
AhR de alta afinidad con una potencia de activacién del receptor en el orden de pM (las
concentraciones de KYN requeridas para activar AhR se encuentran en el orden del
uM).‘gz'96 Por lo que las diferencias observadas en la actividad global de AhR detectada en
sueros se encuentra también influenciada por potenciales ligandos de AhR aun no
identificados, que no se encuentran contemplados entre los metabolitos conocidos
analizados o cuyas concentraciones se ubican por debajo del umbral de sensibilidad del

método utilizado.

Si bien alrededor del 90% del Trp se degrada mediante la via de las kinureninas, se
observé que la infeccion no solo modificd los niveles en suero de los metabolitos
asociados con esta via metabdlica, sino que también se detectaron cambios en los niveles
en suero de metabolitos del Trp pertenecientes a las vias de la serotonina y la triptamina.
Mediante ACP de los metabolitos del Trp se determind que la expresién de los
compuestos 5-hidroxitriptéfano, serotonina, N-metil serotonina y triptamina contribuyen
en mayor medida a las diferencias observadas entre el grupo Control y las muestras
pertenecientes a todos los pacientes INF (Figura 27). Ademas, se observdé un aumento
significativo en los niveles de 5-hidroxitriptdfano, serotonina, N-metil serotonina vy

triptamina en sueros INF respecto a los Control (Tabla 2). De estos compuestos, tanto
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serotonina como triptamina son ligandos de AhR,*>'*

mientras que 5-hidroxitriptofano es
un precursor de serotonina y N-metilserotonina el producto de la metilacién de la misma.
En concordancia, un estudio de metabolémica global realizado en suero y tejido cardiaco
obtenidos de ratones Balb/c en la etapa aguda de la infeccion con la cepa Y de T. cruzi
demostré que un tercio de los metabolitos presentes en plasma y dos tercios de los

presentes en tejido cardiaco se expresan de manera significativamente diferencial en

animales infectados y controles.'’®

El andlisis diferencial de metabolitos que contribuyen en mayor medida a la
separacion de los sueros de pacientes con cardiopatia severa de los sueros de los demas
grupos en el gréfico de CP revelé un aumento en los niveles de Trp, kinurenina, acido
quinolinico y N-acetilserotonina (Figura 27 y 29). Las diferencia mds notable entre el grupo
Severo y los demads grupos es la observada en N-acetil serotonina y Trp, cuyos niveles son
alrededor de 4 y 2 veces mayor en el grupo severo que en los demds grupos (Control, IND,

Leve). En concordancia, Girones y col.}”®

reportaron un aumento de KYN en plasma vy
corazon de ratones infectados con la cepa Y de T.cruzi en el dia 21 pi, tiempo en el que ya
se observa patologia cardiaca en ese modelo de infeccidon. En este trabajo se reporta,
ademas, un incremento en la concentracién de Trp en tejido cardiaco, aunque no
observan cambios en las concentraciones de este metabolito en suero. Si bien un
aumento de Trp podria indicar acumulacién del mismo debido a una menor actividad de
IDO, el aumento observado en los metabolitos del Trp en el grupo severo no concuerda
con esta idea. La presencia de Trp libre en plasma se encuentra regulado, entre otros
factores, por la disponibilidad de albumina y dado que se ha reportado que la inflamacién
reduce los niveles de albiuminas mediante un aumento de la taza fraccional de
catabolizacion de la misma (FRC), el aumento de Trp en los sueros de pacientes severos
podria deberse a un aumento del Trp libre debido a una disminucién en la albimina. °>*%

En relacidn al metabolito N-acetyl serotonina o normelatonina, que se genera a
partir de la serotonina y luego da lugar a la melatonina, se lo conoce principalmente por

sus efectos antidepresivos y neuroprotectoras,’®’ pero no existen adn reportes que lo

asocien con efectos sobre la funcionalidad cardiaca. Sin embargo, se ha reportado que
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tanto la actividad de serotonina como la de melatonina estan asociadas con la funcidn
cardiaca. El aumento de serotonina se encuentra asociado entre otras cosas a
hipertensidon, mientras que la melatonina confiere resistencia al dafo por reperfusién
isquémica, protege contra la inflamacién miocardica inducida por hipoxia crénica

intermitente vy la fibrosis, entre otros efectos.*?*'%°

De manera interesante, aunque en los
resultados obtenidos parece existir sélo una tendencia a la disminucidon de melatonina en
suero de los pacientes a medida que incrementa la patologia cardiaca, esta menor
disponibilidad podria estar asociado a una menor generacién de melatonina a partir de N-

acetil serotonina.

En la actualidad no hay estudios de metaboldmica que reporten los niveles de
metabolitos del Trp mediante LC-MS en pacientes cursando la etapa crénica de la
Enfermedad de Chagas. En este sentido, en esta tesis se ha demostrado que durante la
infeccidn crénica con T.cruzi existe una desregulaciéon de los metabolitos de la via del Trp
gue se refleja en la composicion de metabolitos del suero, entre ellos los metabolitos de la

via de la serotonina, triptamina y KYN.

La modificacidn en el balance de metabolitos se encuentra asociada a la mayor o
menor actividad de las enzimas involucradas. Luego de la degradacidn de Trp a KYN por
IDO o TDO, existen dos ramas principales en la via de las kinureninas, una mediada por
kinurenina monooxigenasa (KMO) y kinureninasa (KYNU) que llevan a la formacién de 3-
HK, acido 3-hidroxiantranilico y acido quinolinico, y otra controlada por kinurenina amino
transferasa (KAT), de la que existen 4 isoformas, que genera acido kinurénico y acido

xanturénico.>*?®

Se ha observado que durante la infeccion disminuyen los ligandos acido
kinurénico y xanturénico. Si bien no se observan diferencias significativas entre cada uno
de los grupos en los que se dividieron los pacientes infectados (IND, Leve, Severo) y el
grupo Control, los valores de las medianas de los grupos IND, Leve y Severo tanto para
acido kinurénico como xanturénico fueron menores que las del grupo Control, es decir,
gue al menos 50% de los datos en los grupos IND, Leve y Severo poseen un valor menor

que el 50% de los datos del grupo Control. Esta diferencia es evidente en el grafico donde

se muestran los valores de acido kinurénico (Figura 28) y la falta de significancia
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estadistica podria estar asociada a la dispersion de los valores en las muestras, sobre todo
en los grupos Leve y Severo donde el nimero de muestras es pequefo. Por otro lado,
respecto a la rama de la via controlada por KMO y KYN durante la infeccidn,
especificamente en el grupo de sueros de pacientes severos, se observan niveles
significativamente mayores de acido quinolinico en el grupo severo respecto a los otros
grupos, y nuevamente, si bien las diferencias entre este grupo y el Control no fueron
estadisticamente significativas, el 75% de los valores (valores sobre el percentil 25) de
acido quinolinico en sueros del grupo severo son mayores que el 50% de los valores en
sueros Control (valores por debajo de la mediana), por lo que existiria una tendencia.
Estas observaciones concuerdan con reportes que indican que KMO y KYNU son mas
susceptibles a la regulacidon por estimulos inflamatorios, aumentando su expresiéon en
presencia de LPS, IFN-y e IL1-B, mientras que la expresion de las isoformas KAT disminuye

o no se ven afectadas en contextos inflamatorios.zm

También se observaron alteraciones en la via de la serotonina demostrando que en
presencia de infeccion se favorece la generacion de N-metil serotonina a partir de
serotonina, mientras que en el grupo severo ademas aumenta N-acetil serotonina.
Ademas, se identificd a N-acetil serotonina como potencial biomarcador de Severidad,
aungue no se tienen datos si la presencia de este marcador es exclusivo de la cardiopatia

chagdsica o esta también incrementado en cardiopatias de otros origenes.

Las alteraciones en la expresion de metabolitos del Trp han sido asociadas a
diversas patologias, entre ellas a la enfermedad inflamatoria intestinal, patologias que
afectan al CNS (Huntigton, Parkinson y Alzheimer), y a enfermedades cardiovasculares y a

. 200,202,2
su mortalidad. 200202203

Por lo que la comprensién de los mecanismos que llevan a la
desregulacidn de los niveles de metabolitos del Trp seria importante para el desarrollo de
estrategias terapéuticas, como el disefio de inhibidores de la accidon de enzimas de las vias

de degradacion del Trp, y la identificaciéon de marcadores especificos de la enfermedad.”®

Existen distintas estrategias que permiten manipular la respuesta inmune,

potenciando o disminuyendo la accién de la poblacién celular de interés. Con el objetivo
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de favorecer la generacion de una respuesta Treg en los ratones B6 infectados con T. cruzi,
se utilizaron dos estrategias para la activacion de AhR. Los resultados obtenidos luego de
administrar TCDD a los ratones B6 indican que una activacion fuerte de AhR durante la
infecciéon con T. cruzi es capaz de normalizar la relacion Th1/Treg y Th17/Treg. Los
resultados mostrados sugieren que la modificacién del balance de la respuesta
inflamatoria seria el resultado de un aumento en la muerte de las células activadas, el
aumento de células Treg con capacidad para producir la citoquina inmunoregulatoria TGF-
B y la mayor resistencia observada en la poblacién Treg a la apoptosis inducida por TCDD
(Figuras 8 y 9). Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la frecuencia y el
numero absoluto de células productoras de IL-10 en comparaciéon a los ratones no
tratados. El efecto toxico de TCDD en células activadas ha sido previamente
demostrado.’”! En este trabajo de tesis se reporta por primera vez que las células Treg son
resistentes a la toxicidad mediada por TCDD y teniendo en cuenta que tanto las células
Treg de humanas como murinas son mas resistentes que las células T CD4+ Foxp3- a la
apoptosis inducida por otras causas como irradiacion, interaccién Fas-Fas ligando e

infecciones virales,?*>2%®

no es sorprendente que estas células sean también resistentes a
la activacién de AhR por un ligando xenobidtico como TCDD. Respecto al efecto de TCDD
sobre células T CD8+, Winans y col. han demostrado que TCDD induce en estas células un
patron de metilacién similar al que presentan las células T CD8+ exhaustas,’® lo que
sugiere que la activacién fuerte con un agonista de AhR impacta tanto en la funcionalidad
basal como en la respuesta a antigenos hecho que también podria explicar la disminucién
en la respuesta de memoria descrita en capitulo lll. Si bien la activacidon fuerte de AhR
mediante TCDD fue capaz de regular la inflamacién en ratones B6 infectados, la
inmunosupresidon causada por TCDD contribuyd al aumento de la replicaciéon parasitaria,
por lo que el resultado final del tratamiento fue una mayor susceptibilidad a la infeccién
en estos ratones que mostraron mayores parasitemias, mayor expresiéon en suero de
enzimas indicadoras de dafio hepatico y menor sobrevida (Figuras 5A y B). Asi, la

activacion de AhR con este ligando durante la etapa de induccidn de la respuesta inmune

no seria recomendable, ya que no permitiria el desarrollo de una respuesta inmune
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protectora adecuada para eliminar al microorganismo. Sin embargo, la activacion con
TCDD luego de la fase de induccion de la respuesta especifica tampoco fue efectiva para
incrementar la resistencia a la inflamacién en esta cepa de ratones, ya que si bien se
produjo un retraso en el pico de la parasitemia, los parasitos en sangre incrementan mas
tardiamente y el tratamiento resulté en la muerte de los ratones tratados con TCDD
(Figura 10).

La otra estrategia utilizada para inducir células Treg en los ratones B6 fue
administracion de los ligandos endégenos de AhR, 3-HK e ITE con la idea de activar AhR

92,99,161,210

(ITE, 3-HK) y al mismo tiempo inhibir la replicacién del parasito (3-HK). Al igual
que lo observado en el tratamiento con TCDD, este tratamiento fue capaz de inducir
células Treg y mejorar el desbalance entre células CD4+ CD25- y Treg durante la fase
cronica de la infeccidn. Sin embargo, la induccién de células Treg en conjunto con la
limitada eficacia de 3-HK para eliminar completamente a los parésitos,160 resultd en el
desarrollo de una respuesta protectora deficiente incapaz de controlar la carga parasitaria
en los tejidos en los ratones tratados con ITE + 3-HK en relacién al Control. Asi, el aumento
en la carga parasitaria en los ratones tratados se correlacioné con una menor producciéon
de IFN-y y TNF (citoquinas protectoras asociadas al control de la replicacién parasitaria)211
y una mayor producciéon de IL-10 (incrementa la susceptibilidad a la infeccion con T

211 por los esplenocitos de los ratones tratados con 3-HK+ITE durante la fase aguda

cruzi)
de la infeccidn.

En conclusion, los resultados obtenidos mediante la utilizacion de dos estrategias
experimentales para promover el desarrollo de células Treg mediante la activaciéon de AhR
demostraron que el incremento en el nimero de células Treg no fue capaz de disminuir la
inmunopatologia; en este sentido, reportes recientes indican que durante la infeccién con
T. cruzi se necesita una respuesta de células Treg limitada para permitir el desarrollo de la

5780 | 5 disminucidn de la resistencia a

respuesta de células T especificas contra el parasito.
diversos patogenos ha sido reportada cuando la exposicién a TCDD ocurre tanto antes
como después de la infeccidn; sin embargo, si la activacién de AhR contribuye a mejorar o

empeorar la resistencia del hospedador depende del tipo de patégeno.”%*%? Asi,
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contrariamente a lo observado en la infeccién con T. cruzi, la activacién de AhR en la
infeccidn con Leishmania major disminuye la carga parasitaria.lsﬂ"214

Se ha reportado que la activacion de AhR bajo condiciones polarizantes Trl (IL-27 o
TGF-B+IL-27) promueve la diferenciacion de esta poblacion celular (CD4+ IL-10+). Sin
embargo, a pesar que se observé un incremento en la produccién de TGF-B en ambos
tratamientos y que se ha demostrado que durante la infeccidn de ratones B6 con T. cruzi
cepa Tulahuen se incrementa la produccion de 1L-27°%, ninguno de los tratamientos
ensayados para activar AhR incrementd de manera significativa la poblacion Trl.

Mediante la utilizacién de ratones AhR-/- (KO), Barroso y col.”*> han examinado el
rol de AhR en la modulacién de la respuesta inmune y el desarrollo de miocarditis durante
la infecciéon con T. cruzi, y algunos de los resultados reportados en su trabajo se
correlacionan con lo que observamos en los ratones AhRd. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que los ratones AhR KO son menos susceptibles a la mayoria de los
efectos toxicos de TCDD y exhiben multiples anormalidades fisiolégicas que son

independientes de la exposicién a xenobiéticos.*'®

El hecho de que los ratones AhR KO
presentan un desarrollo anormal del sistema inmune y del higado debe ser considerado
cuando se quiere estudiar el rol de la activacidn de este receptor en la modulacién de Ila
respuesta inmune y el desarrollo de patologia hepatica, al tratarse de un modelo en el que
el principal blanco de la infeccion es el higado y no el corazén como se observa en

humanos infectados y en ratones Balb/c.'”*

Por esta razén, en este trabajo de tesis se
decidié evaluar el rol de la activacién AhR por ligandos de enddgenos generados durante
la infeccion con T. cruzi (por ejemplo los metabolitos del Trp), mediante la utilizacién de
ratones B6-AhRd. El alelo AhR presente en los ratones congénicos AhRd tiene una afinidad
10 veces menor a TCDD por lo que requiere una dosis 10 veces mayor de TCDD que los
ratones con el alelo Ahr?" presente en los ratones B6 WT para lograr efectos similares.'®®
Se observé que los ratones AhRd sufren una disminucidon mds pronunciada de la poblacion
Treg que los ratones WT, lo que es consistente con el rol de la activacién AhR en la

92,117

induccion de células Treg. Como se esperaba, menores niveles de células Treg

correlacionaron con una fuerte respuesta Thl capaz de controlar la carga parasitaria
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durante la etapa aguda y cronica de la infeccion. Sin embargo, los ratones AhRd infectados
no desarrollaron dafio hepatico asociado a la respuesta Thl. Al analizar la cinética de la
respuesta Thl, se observd que ratones AhRd desarrollan entre los dias 10 y 17 pi un
mecanismo de regulacién de la respuesta Thl independiente de las células Treg. Al dia 10
pi los niveles de IL-10 en suero como asi también la expresion de IL-10 de células CD4+ en
bazo aumenta de manera significativa en los ratones AhRd en relacién al WT. En
concordancia, Barroso y col.?’> reportaron menor parasitemia y patologia cardiaca con
mayor expresion de células productoras de IFN-y en bazo durante la fase aguda de las
infeccion de ratones AhR KO infectados con la cepa Y de T. cruzi, mientras que también
reportan un aumento en la poblaciéon de células CD4+ IL-10+ y no observan diferencias

21> De similar

significativas en la poblacién de células Treg en ratones KO vs los WT.
manera, Brant y col.?’’ han reportado un aumento de células CD4+ IL-10+ en higado y de
IL-10 en suero de ratones AhR KO infectados con Plasmodium berghei Anka. Teniendo en
cuenta que la adquisicion del fenotipo Trl depende fuertemente de la senalizacidon de
AhR*® que es muy débil en los ratones AhRd, es muy improbable que la poblacién CD4+
productora de IL-10 que se encuentra aumentada en los ratones AhRd infectados sea una
poblacién Trl. La produccion de IL-10 por células T efectoras es un mecanismo de

219-222

regulacién negativa esencial en respuesta muchas infecciones y la relacion entre la

IL-10 y el IFN-y producido por células Thl podria influenciar el balance entre la

.. . s . . ;. . s 223,224
eliminacion, la persistencia crénica o la inmunopatologia.?**

Se ha demostrado que las
células Thl productoras de IL-10, también llamadas Th1 auto regulatorias, se activan de
manera temprana en un ambiente altamente inflamatorio mediante activacion repetida

del TCR (y alta dosis de antigeno) y la accién continua de IL-12.%%

Debido a que las células
Th1 activadas expresan niveles muy bajos de AhR, es muy poco probable que puedan ser
moduladas de manera directa por ligandos de AhR. Por otro lado, teniendo en cuenta que
las CDs expresan este receptor constitutivamente y su activacidon induce propiedades
tolerogénicas en estas células reduciendo la produccién de citoquinas

99,133

proinflamatorias, la falta de sefializacién AhR podria inducir en CDs una

hiperactivacion que lleve a la expresidn de sefiales que promueven la producciéon de IL-10
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por las células Thl. De acuerdo con esta idea, se ha reportado que cultivos de
esplenocitos de ratones AhR KO infectados con T. cruzi o inmunizados con OVA producen

215225 como asi también, en el modelo de

mayores niveles de IL-12 que los controles,
infeccidn en ratones AhRd desarrollado en esta tesis se ha observado mayor produccién
de IL-12 en cultivo de esplenocitos de ratones AhRd infectados vs WT (resultados no
mostrados).

Pocos estudios han examinado el efecto de la sefializacion AhR en la adquisicidén de
memoria inmunolégica, pero distintos estudios epidemiolégicos muestran que la
exposicién a dioxinas y PCBs lleva a la generacidon de una respuesta inmune mas debil

frente a la vacunacién.’*™%

En concordancia, nuestros resultados demuestran que la
activacion fuerte de AhR afecta de manera negativa el desarrollo de las distintas
subpoblaciones de memoria, dado que la administracién de una unica dosis de TCDD
antes de la infecciéon con T. cruzi disminuye la respuesta celular especifica y previene la
acumulacién de células de memoria mediante un mecanismo que involucra la muerte de
células activadas. De manera similar, en un modelo de infeccién primaria con el virus
Influenza se observé una disminucién de la respuesta de memoria luego de la activacién
de AhR.}¥'7> No obstante, cuando se administra TCDD luego de establecida la respuesta
de memoria, la magnitud de la respuesta CD8+ generada luego del reencuentro con el
antigeno no se ve afectada, lo que sugiere que la activacion de AhR modula eventos
criticos para la activacidon de las células T virgenes en la fase de induccion de las celulas de

memoria. *7®

Sin embargo, no se encontraron reportes sobre el efecto de la activacién
de AhR con ligandos distintos a TCDD sobre el desarrollo de subpoblaciones de memoria.
Debido a que las células activadas sufren los efectos directos de la toxicidad de TCDD, en
el modelo de activacion con este xenobidtico no se puede concluir en relaciéon a los
efectos de la activacion de AhR sobre el desarrollo de las distintas subpoblaciones de
memoria. Por lo que para estudiar el desarrollo de las subpoblaciones T CD8+ de memoria
en la infeccion se recurriéo al modelo de tratamiento con agonistas débiles de AhR (3-

HK+ITE) y a la infeccion en ratones AhRd. La activacién de AhR con 3-HK+ITE disminuyd el

porcentaje total de células T CD8+ esplénicas especificas que adquieren el fenotipo de ME
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y MC, mientras que la sefializacién débil o falta de sefializacion de los ratones AhRd
mostré resultados opuestos. Ademas, durante la fase crénica de la infeccidn, los ratones
AhRd se presentaron un aumento significativo de la expresidon del receptor para IL-7
(CD127), un marcador de células de memoria de larga vida que permite su proliferacién

mediante unién a esta citoquina homeostatica.?*’

Estos resultados sugieren que la
activacion de AhR restringe la diferenciacion de las células CD8+ de memoria. Al igual que
en otras infecciones persistentes, durante la infeccién con T. cruzi las células T CD8+ se
mantienen principalmente por la presencia de antigeno y presentan el fenotipo de ME
sobre el de MC.”® De manera interesante, a pesar de presentar mayor carga parasitaria
que los control, los ratones tratados con 3-HK+ITE presentaron un menor nimero de
células de ME dando cuenta del rol de la activacion de AhR en la restriccion del desarrollo
de la respuesta de memoria.

Distintos estudios sugieren que, al igual que lo que ocurre en células Th1l, el efecto
de agonistas sobre la poblacién T CD8+ es indirecto y mediado por el efecto de estos
sobre CDs.***” a baja expresién de AhR en la mayoria de las poblaciones T CD8+ apoya
la nocion de que la regulacion de las células CD8+ por la sefializacion de AhR ocurriria de
manera indirecta. Por lo que serian las CDs la principal poblacién capaz de sensar y
secretar ligandos de AhR durante la infeccion con T. cruzi, y la falta de sefializacidn, la
sefializacion débil y fuerte del AhR por agonistas en estas células podria modular su
estado de activacion, induciendo tanto efectos proinflamatorios como tolerogénicos sobre
las células T y modulando el desarrollo de subpoblaciones celulares de

memoria .92,135,165,228

Ademads, el concepto de que un determinado ligando de AhR
indefectiblemente generard una respuesta inmune particular ha comenzado a ser
cuestionado y reformulado. Se ha comenzado a desarrollar y probar la idea de que es la
fuerza de activacién de AhR y no necesariamente la naturaleza del ligando que se une al
. 124

receptor lo que determina la respuesta generada.

Teniendo esto en consideracion, nuestros resultados nos permiten proponer un
modelo en el que existe un umbral de activacion de AhR (ratones B6 WT). Sefiales por

9,133

encima del umbral inducirian propiedades tolerogénicas sobre las CDs,’ restringiendo
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el desarrollo de células T CD8+ de memoria y promoviendo el de células Treg (como se
observd en los tratamientos con TCDD y 3-HK+ITE) capaces de controlar de manera
prematura la respuesta Thl. Por el contrario, sefiales por debajo de este umbral
promoverian el desarrollo de una respuesta Thl temprana capaz de restringir la
replicacion parasitaria y que es capaz de contraerse en el momento adecuado mediante la
produccién de IL-10. De esta manera, AhR es capaz de inducir distintas vias regulatorias
qgue finalmente impactan sobre la replicacién del parasito y el resultado final de la
infeccidn.

AhRd

. 3-HK+ITE . TCDD

Activacién de AhR

Células Treg

CDA4+ IL-10+

Células Thl

Parasitismo

Inmunopatologia

Células CD8
de memoria

activacion

Figura 30. Modelo del efecto de la sefializacién AhR sobre la respuesta inmune protectora y patogénica
durante la infeccién con T.cruzi. Los ratones B6 expresan un alelo de AhR con baja afinidad a ligandos
enddgenos por lo que su respuesta a los ligandos generados durante la infeccion se encuentra disminuida y
son incapaces de generar las sefiales tolerogénicas necesaria para expandir la poblacion de células Treg. La
intervencion terapéutica mediante ligandos de AhR activa al receptor sobre un determinado umbral que
lleva a la generacion de células Treg y control de la inmunopatologia. Sefales por debajo del umbral no
inducen célula Treg pero si una poblacion de células CD4+ productoras de IL-10 capaces de controlar la
respuesta Thil.
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MATERIALES Y METODOS
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Animales de experimentacion

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizaron ratones C57BL/6 (Wild
Type), Balb/c y B6.D2N-Ahrd/J (AhRd). Se utilizaron animales hembra de 8-10 semanas de
edad. En cada tiempo analizado se utilizaron de 3-6 ratones por grupo, mientras que para
los analisis de sobrevida, parasitemia y evaluacién del peso corporal se utilizaron grupos

de 6-9 animales por grupo.

C57BL/6 (B6) y Balb/c: estos ratones expresan los alelos del receptor para aril
hidrocarburos Ahr™ y Ahr*?, respectivamente. Estos alelos se caracterizan por presentar
una buena respuesta al xenobidtico TCDD, ligando del receptor. Los animales fueron
obtenidos de la Comisién Nacional de Energia Atdmica (Buenos Aires, Argentina),

reproducidos y mantenidos en el bioterio del Departamento de Bioquimica Clinica-CIBICI.

B6.D2N-Ahr%/J: son animales congénicos de trasfondo genético B6 y que
presentan un alelo de AhR caracterizado como de baja respuesta al ligando TCDD,
denominado AhR el cual deriva de la cepa de ratones DBA/2. Fueron gentilmente cedidos
por el Dr. Francisco Quintana del Ann Romney Center for neurologic diseases, Brigham

and Women’s Hospital, Harvard Medical School, Boston, USA.

Los animales de experimentacién se mantuvieron de acuerdo con lo establecido
por el Comité institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba (Res 831/15 y Res
720/18) que ademas otorgd la acreditacion para el manejo de animales de

experimentacion de Categoria B (Res 723/18).
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Clasificacidn de sueros de pacientes infectados

Se incluyeron en el estudio Individuos de entre 21 a 68 afos de edad, infectados
con T. cruzi y atendidos en la Catedra de Patologia Médica | de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de Rosario. La infeccion se confirmé mediante
pruebas diagndsticas de rutina (ELISA, hemaglutinacion e inmunofluoresencia),
requiriéndose de dos pruebas positivas para considerar confirmada la infeccién. Se realizé
ademdas hemograma, radiografia de torax (RX) y ecocardiograma (ECG) en las 12
derivaciones convencionales. En base a estos estudios, los pacientes se agruparon en las
siguientes categorias: Asintomaticos o Indeterminados (IND), los que presenten serologia
positiva con RX y ECG normales; y pacientes con Cardiopatia Chagasica Crénica (CCC),
aquellos con serologia positiva y alteraciones en la RX y/o ECG. Ademas, los CCC se
dividieron en Leves, presentaron alteraciones en el ECG, pero no presenten insuficiencia
cardiaca congestiva, bloqueo de rama derecho completo u incompleto, arritmia
ventricular o una relacién cardiotoracica < 0.55 determinada mediante RX; y en Severos
los que presenten insuficiencia cardiaca congestiva, trazas patoldgicas en el ECG y una
relacién cardiotoracica > 0.55.

Los criterios de exclusion comprendieron enfermedades inmunoldgicas,
tratamiento con hormonas o inmunomoduladores, o alteraciones genéticas conocidas.
Ninguno de los pacientes se encontraba bajo tratamiento especifico (benznidazol o
nifurtimox) o presenté patologias concomitantes.

Los participantes expresaran por escrito su consentimiento informado. El proyecto
fue aprobado por la Comisidon de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de la

Universidad Nacional de Rosario (Res. 666/2015).
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Reactivos

Reactivos utilizados en cultivo celular

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo de tesis fueron: RPMI 1640 con
rojo fenol (Thermofisher, EEUU), RPMI 1640 sin rojo fenol y DMEM (Corning, EEUU). Para
suplementar los medios de cultivo se utilizé suero fetal bovino (SFB) de Natocor (Cérdoba,

Argentina), Glutamax (Gibco, EEUU) y gentamicina (Fabra, Argentina).

Reactivos utilizados en citometria de Flujo

Las soluciones tampdén para la determinacidon intranuclear del factor de
transcripcion Foxp3, “Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set” fueron adquiridos en
la empresa Thermofisher (EEUU). La solucidon tampdn para la fijacién en la deteccién de
citoquinas, los inhibidores del transporte de proteinas Golgi Stop (monensina) y GolgiPlug
(Brefeldina A) y el kit de deteccidn de apoptosis son de BD Bioscience (EEUU). Los

estimuladores policlonales PMA y lonomicina son de Sigma-Aldrich (Argentina).

Reactivos utilizados en la determinacion de citoquinas por ELISA sandwich.

Los ensayos fueron realizados en placas de 96 wells marca Costar (EEUU) de %
area. Los anticuerpos de captura y biotinilados, como asi también las proteinas
recombinantes utilizadas como testigo fueron adquiridas en Thermofisher (EEUU). Para el
revelado de la reaccién se empled estreptavidina unida con peroxidasa (Thermofisher,
EEUU) y el sustrato TMB de dos componentes de BD Bioscience (EEUU) y acido sulfurico

Ciccarelli (Argentina).
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Western Blot

El buffer de lisis RIPA para la obtencidn del lisado de proteinas celulares totales y
las soluciones tampon para transferencia y lavado fueron preparados utilizando reactivos
de alta calidad siguiendo el protocolo de Current Protocols in Immunology (Wiley). Los
inhibidores de proteasas y la albumina sérica bovina fueron adquiridos en Sigma-Aldrich
Argentina. Se utilizaron los anticuerpos anti actina de Abcam y anti AhR de Enzo life

science.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la extraccion de ARN y ADN se utilizé TriReagent de Sigma-Aldrich (EEUU),
agua ultra pura de Invitrogen (Thermofisher, EEUU). El alcohol absoluto, cloroformo e
isopropanol utilizados de calidad biologia molecular fue J.T. Backer Chemicals (EEUU).

El Buffer 5X M-MLV y la enzima M-MLV fueron adquiridos en Promega (EEUU) y
Oligo d(T) y ANTP en Biodynamics (Argentina). La mezcla de reaccidon “Power SYBR Green
Master Mix” utilizada en RT-qPCR y la utilizada en el sistema de deteccion Tagman
“TagMan™ Universal PCR Master Mix” son de Applied Biosystems (Thermofisher, EEUU).

Los cebadores utilizados fueron sintetizados por Invitrogen (Thermofisher, EEUU).

Ligandos de AhR

El reactivo 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-P-dioxin (TCDD) se adquirié en

Accustandard (Australia). Se utilizé ITE y CH223191 de TOCRIS (R&D, EEUU), L-Kyn y 3-HK
de Sigma-Aldrich (EEUU).
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Infeccidon experimental con T. cruzi

Mantenimiento de T. cruzi in vivo

El parasito Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuen) fue mantenido mediante pasajes
periddicos en ratones Balb/c. Ratones macho de 6 a 10 semanas de edad fueron
inyectados via intraperitoneal con 1 x 106Tps. Al dia 11 pi los animales fueron sangrados a
blanco por via retro orbital con pipeta Pasteur de vidrio heparinizada. La concentracion de
Tps en sangre fue determinada por conteo en cdmara Neubauer luego del lisado de los
glébulos rojos con buffer de lisis (NH4Cl 0,87%). Estos Tps se utilizaron para infectar
nuevos ratones para el mantenimiento de la cepa o para la realizacion de los diferentes

modelos experimentales.

Parasitemia

Para determinar la parasitemia a distintos tiempos pi se extrajo sangre mediante
sangrado de la cola del ratén. Para la extraccion se colocé al animal en un dispositivo de
inmovilizacion adecuado y mediante un pequefio corte en la cola se obtuvieron 30-40ul de
sangre. La concentracion de Tps en sangre se determiné como se indica en el inciso

anterior.

Obtencion y mantenimiento de T. cruzi para ensayos in vitro

En condiciones de esterilidad y mediante puncidn retro orbital se extrajo sangre de
ratones Balb/c infectados. La sangre se dejé reposar en estufa de cultivo durante 2 h para
luego de ese tiempo recolectar el plasma conteniendo los Tps. Los parasitos se utilizaron
para infectar células Vero que han sido cultivadas en placas de Petri al 70% de confluencia.
48 h después, las células fueron lavadas con PBS para eliminar los Tps que no han

ingresado a las células. Aproximadamente después de 6 dias, los parasitos que se han
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replicado en forma intracelular como amastigotes, pasan a la forma Tps y lisan las células
pasando al medio de cultivo. Los Tps fueron obtenidos del sobrenadante de cultivo luego
de centrifugar 7 min a 4400 rpm.

Los pardsitos fueron utilizados para infectar MDMO y macréfagos obtenidos de
peritoneo, generar lisado total de T. cruzi o fueron congelados a -80 °C con 90% SFB y 10%

DMSO para utilizar en nuevas infecciones de células Vero.

Obtencion de lisado total de T. cruzi

Tps obtenidos in vitro fueron sonicados por 1 min a 4°C. La concentracién de

proteina en el lisado se cuantific6 mediante la técnica de Bradford.

Modelos experimentales in vivo

Los ratones fueron infectados por via intraperitoneal con 50000 Tps de la cepa

Tulahuen de T. cruzi.

Modelo de activacion de AhR con el xenobiético TCDD

Se administré 40 ug/kg de TCDD diluido en DMSO mediante una inyeccién ip 24
horas antes de la infeccidn con T. cruzi. El grupo control recibié una inyeccién ip de DMSO
diluido en igual forma que el TCDD. Ademas, para comprobar si algun posible efecto
téxico observado se debia a una caracteristica directa del téxico sobre los animales de
experimentacion, un grupo de ratones recibié TCDD pero no fue infectado.

En otros experimentos los ratones fueron inyectados con TCDD o DMSO luego de 7

dias pi.
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Modelo de activacion de AhR con 3HK e ITE

El esquema de administracion consistio en la inyeccidn por via ip de seis dosis de 3-
HK (1 mg/Kg/dosis) del dia 5 al 10 pi, y tres de ITE (200 ug) diluido en PBS en los dias 7, 9y
11 pi. El grupo Control fue inyectado con PBS en los dias del 5 al 10 pi y con DMSO diluido
en PBS enlos dias 7,9y 11 pi.

Modelo de infeccién en ratones congénicos AhR®

Ratones AhR® y C57BL/6 (WT) fueron infectados con 50000 Tps de la cepa de T.

cruzi via ip.

Obtencién de plasma y suspensidon de células de bazo de ratones

Obtencion de plasma

La obtencién de plasma de ratones para el ensayo de plasmidos reporteros se
realizé mediante centrifugado por 5 min a 3000 rpm de sangre total obtenida como se
indico anteriormente.

La obtencidon de plasma de pacientes infectados crénicos y controles se realizd
mediante centrifugado durante 5 min a 3000 rpm de la sangre entera obtenida en

heparina por puncién venosa. Las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su utilizacion.

Obtencion de esplenocitos totales

Una vez extraido el bazo se disgregd mecdnicamente con émbolo en malla
metalica utilizando PBS, se recogié en tubos de 15 ml y se centrifugd a 2500 rpm durante
5 min. Luego de descartar el sobrenadante se lisaron los glébulos rojos con 1-2 ml de
tampodn de lisis, deteniendo la lisis por el agregado de 5 ml de PBS-SFB 2%. Luego de dos
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lavados, las células fueron resuspendidas en 5-10 ml de RPMI completo y se determind el

numero de células viables mediante conteo en cdmara de Neubauer con azul de tripan.

Caracterizacion de poblaciones celulares mediante citometria de flujo

La determinacidn de los porcentajes y numeros absolutos de distintas poblaciones
celulares de bazo de los animales de los diferentes grupos experimentales fue realizado

mediante citometria de flujo.

Expresidon de moléculas de superficie

La preparacion de las muestras para citometria de flujo fue en placa de 96 pocillos
con fondo en U (Corning, EEUU) utilizando 1 x 10° células por pocillo. Luego de lavar las
células con PBS 2% SFB, se resuspendieron en 20 ul de PBS 2% SFB con la mezcla de
anticuerpos de superficie correspondiente. Luego de 20 min de incubacién a 4°C, las
células fueron lavadas con PBS 2% SFB, centrifugadas durante 5 min a 2000 rpm a 4°Cy
resuspendidas en PBS 2% SFB en tubos de citometria.

Para estudiar las células CD8+ especificas para el péptido TSKB20, se procedid de la
manera antes descripta realizando una primera incubacién con el tetrdmero marcado con
fluorocromo. Luego de lavar las células se incubd con la mezcla de anticuerpos de

superficie adecuado para la determinacion a realizar, como se indicé anteriormente.

Expresion del factor de transcripcion Foxp3

Una vez realizada la tincidon de superficie se agregaron, las células fueron fijadas
con 100 pl solucidon tampodn de fijacidon por pocillo. Luego de incubar durante 30 min a 4°C,
las células fueron lavadas con la solucion tampdn “Perm/Wash” y centrifugadas por 8 min
a 2200 rpm y 10°C. Posteriormente las células fueron incubadas con 50 pl del anticuerpo

anti-Foxp3 diluido en “Perm/Wash” por 30 min a temperatura ambiente, lavadas con
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solucién tampodn de lavado y resuspendidas en 100 pl de PBS 2% SFB en tubos de
citometria.
Las soluciones de lavado y de fijacidn son parte del kit “Foxp3/Transcription Factor

Staining Buffer Set” de Thermofisher (EEUU).

Determinacion de células productoras de citoquinas

La estimulacién de las muestras para la determinacién de citoquinas por citometria
de flujo se realizé en placa de cultivo estéril de 96 pocillos con fondo en U (Corning, EEUU)
utilizando 2 x 10° células por pocillo en 100 ul de suspensidn. Las células fueron activadas
por incubacién con 100 ul de medio RPMI completo (10% SFB, Glutamax, Gentamicina
40ug/ml) conteniendo los estimulos policlonales PMA (0,1 pug/ml) y lonomicina (0,5 pg/ml)
o lisado completo de T.cruzi (10 pug/ml) en presencia de Golgi Stop (Brefeldina A) y Golgi
Plug (Monensina) (para detener el trafico vesicular y favorecer la acumulacion de
citoquinas en la célula para su posterior deteccion) por 4 h a 37°C en una atmoésfera
constante de 5% de CO2. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS 2% SFB y
centrifugadas durante 5 min a 2000 rpm y 4°C Luego de marcar las moléculas de
superficie como se indicd en el apartado “expresion de moléculas de superficie”, las
células fueron fijadas con la solucion tampdn “Cytofix/Cytoperm” (BD Bioscience) durante
20 min a 4°C, lavadas con el tampdn de lavado “Perm/Wash” (BD Bioscience) e incubadas
con 20 pl de anticuerpos anti-citoquinas diluidos en solucién “Perm/Wash”. Luego de 20
min de incubacion a 4°C, las células fueron lavadas y resuspendidas en PBS 2% SFB en
tubos de citometria.

La producciéon de TGF-B se determind de manera indirecta mediante Ia
cuantificacion de la expresién de LAP (Péptido de latencia asociado) que se encuentra
asociado a la produccién de esta citoquina. Para ello las células fueron estimuladas con
PMA/lonomicina (0,1 pg/ml/0,5 pg/ml) en ausencia de Brefeldina y Monensina. La
determinacion de LAP se realizd utilizando el anticuerpo especifico marcado con

fluorocromo como una determinacién para moléculas de superficie.
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Lineas celulares y cultivos primarios

Cultivo primario de esplenocitos

Los esplenocitos obtenidos en experimentos in vivo fueron cultivados en placas de
24 pocillos en presencia de lisado total de T. cruzi (10 pg/ml) o de medio RPMI completo.
Luego de 72 h de incubacién en atmdsfera constante con 5 % de CO2y a 37°C, se recogieron

los sobrenadantes y se almacenaron a -20°C.

Lineas celulares

¢ L929: esta linea celular deriva de tejido conectivo de ratones C3H/An y es capaz de
producir y liberar al medio factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(CSF-1). El medio condicionado se utilizé para la obtencidn de macréfagos derivados de
médula 6sea (MDMO).

o VERO: linea procedente de rifidn de mono. Se utilizaron como célula huésped para
la obtencion de Tps de T. cruzi. Se las cultivd con RPMI 1640 completo.

e HEK293: esta linea se origina de células de rifién de embrién humano. Se utilizd
para los ensayos de transfeccién con plasmido reportero en las determinaciones
realizadas en plasma de pacientes y controles sanos.

®4T1: esta linea celular de origen murino se utilizé en los ensayos de transfeccién
con plasmido reportero para analizar muestras provenientes de ratones. Es una linea

celular desarrollada a partir de un carcinoma mamario de ratén Balb/c.
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Obtencidén de macréfagos y tratamientos

Obtencion de macréfagos de peritoneo (MP)

Los ratones se sacrificaron mediante dislocacién cervical y posteriormente, en
condiciones de esterilidad, se realizd una pequena incisién a la altura del abdomen para
separar la piel. La poblacidon de células peritoneales se obtuvo mediante lavado de la
cavidad peritoneal con PBS estéril. Una vez lisados los gldbulos rojos y lavadas las células

con PBS, se las resuspendié en medio de cultivo RPMI completo.

Obtencion de macréfagos derivados de médula dsea

La médula 6sea fue obtenida de las extremidades posteriores y anteriores de los
ratones. A los fines de realizar la diferenciacién a macréfagos, 10 x 10° células fueron
colocadas en el centro de una placa de Petri con 10ml de medio RPMI completo,
suplementado con un 16% de medio condicionado conteniendo el factor CSF-1. Al tercer
dia de cultivo, 5ml del medio fue reemplazado por 5 ml nuevos de RPMI completo
conteniendo CSF-1. Luego de 6 dias de cultivo los macréfagos (MDMO) fueron obtenidos
utilizando PBS frio, contados y colocados en placas de acuerdo con el protocolo de

experimentacion.

Determinacion de la traslocacién de AhR al nucleo celular

MP obtenidos de ratones a las 24 h pi fueron incubados en placas de 24 pocillos
conteniendo cubreobjetos circulares durante 2 h en estufa de cultivo (5 % de CO2,37°C)
para permitir que se adhieran. Luego de lavar los pocillos con PBS para eliminar las células
no adheridas, las células fueron fijadas con 250 ul de PBS-Formol 4% a temperatura

ambiente durante 40 min. Luego de lavar con PBS, las células fueron permeabilizadas con
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250 pl de una solucién PBS-Triton 1% por 15 min a temperatura ambiente. Luego de lavar
con PBS, se agregd PBS-Albumina 1% como solucion de bloqueo por 15 min a temperatura
ambiente. El anticuerpo contra AhR se agregd en 100 ul diluido en solucién de bloqueo
(1/200) y se incubd overnight a 4°C. Posteriormente, los MP fueron lavados con PBS e
incubados con anti-IgG de conejo conjugado con FITC, diluido en solucién de bloqueo
durante 1 h. Luego del lavado con PBS se agregaron 100 pl de DAPI durante 10 min para
colorear el nucleo celular. Luego del lavado, los cubreobjetos conteniendo las muestras
fueron montados utilizando liquido de montaje Fluorsave. Los preparados se visualizaron
mediante microscopia confocal de exploracién por laser en el microscopio Olympus
FV1000 con un aumento final de 1200X. Los analisis de imdagenes se realizaron con el
programa Fiji/Imagel, empleando el método de analisis de colocalizacion de Mander’s. La

cuantificacion de fluorescencia en el nucleo se realizé mediante el programa Image J.

Cuantificacion de Citoquinas mediante ELISA sandwich

La cuantificacion de citoquinas en suero y sobrenadante de cultivos se realizd
mediante la técnica de ELISA sandwich utilizando anticuerpos especificos de captura sin
marcar y de revelado marcados con biotina siguiendo las indicaciones de los fabricantes.
Los ensayos fueron realizados en placas de 96 pocillos de % drea utilizando 25 ul de
solucién de anticuerpos de captura (en PBS), 80 ul de solucién de bloqueo (PBS-5% Tween
20 o PBS-Albumina 1% solo para la determinaciéon de TGF-f), 25 pl de las muestras
convenientemente diluidas en solucidn de bloqueo o los correspondientes testigos, 25 pl
de anticuerpo anti-citoquina marcado con biotina, 25 pl de estreptavidina-HRP, 40 ul de
sustrato TMB y se detuvo la reaccién con 40 ul de H,SO4 (1 parte de acido y 9 partes de
agua). Los lavados entre pasos fueron realizados con PBS-5% Tween 20. La lectura de
densidad dptica (DO) se realizé a una longitud de onda de 450 nm. Las concentracién de
citoquinas presentes en las muestras se calcularon mediante extrapolacion de los datos de

DO en la curva de trabajo utilizando el programa GraphPad Prism7.
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Expresidon de proteinas mediante Western blot

Luego de cuantificar la cantidad de proteinas presentes en las muestras mediante
la técnica de Bradford, se diluyeron en solucidn tampdn de carga (83% tampdn de carga+
17% B-mercaptoetanol) y se sembré la misma cantidad de proteina en cada calle de un gel
de poliacrilamida al 12 %. Luego de realizar la corrida electroforética durante 1 hora a 100
V, se realizé la transferencia a la membrana de celulosa (Biorad) a voltaje constante de
100 V durante 80 min. Las membranas fueron bloqueadas con PBS-Albumina 1% durante 1
h y se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario correspondiente a 4°C. Luego
de lavar con TBS se colocd el anticuerpo secundario conjugado a fluoroforo (Li-Cor, EEUU)
y transcurrida 1 h de incubacién a temperatura ambiente, las membranas fueron
escaneadas en el lector de fluorescencia Licor Oddysey. La intensidad de las bandas fue
analizada de manera semicuantitativa con el programa Image Studio de LiCor. La

expresion de la proteina en cuestién fue relativizada a la expresién de actina.

Ensayos de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa

Extraccion de ADN

Las muestras de higado, corazén y musculo esquelético se colocaron en tubos de
1,5 mly se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. La extracciéon de ADN se realizé
con el reactivo TriReagent (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se procedié a la disrupcion mecanica del tejido utilizando 0,5 ml del reactivo.
Luego de agregar 0,1 ml de cloroformo, las muestras fueron centrifugadas por 15 min a
12000g y a 4°C. La fase fenol-cloroformo y la interfase fueron precipitadas utilizando 0,15
ml de etanol 100% y se lavé dos veces con una solucidn de citrato de sodio 0,1M al 10% de
etanol (pH=8,5). Luego de realizar dos lavados con etanol 75%, el ADN se resuspendié en
buffer Tris-EDTA pH=7,5. La concentracién de ADN en cada una de las muestras se evalud

determinando la absorbancia a 260 en el equipo BIOTEK (BioTek Instruments, Inc.).
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Extraccion de ARN

La extraccién de ARN se realizé en una suspensién de células de bazo y en
macrofagos derivados de médula ésea utilizando el reactivo TriReagent (Sigma-Aldrich) y
se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se incorporaron 0,5 ml de
TriReagent a las células lavadas con PBS frio. Luego de homogeneizar, se anadieron 0,1 ml
de cloroformo y una vez separadas las fases se tomo la porcidn superior, correspondiente
a la fase acuosa, la cual contiene el ARN. Para la precipitacidon se utilizaron 0,25 ml de
Isopropanol. Posteriormente, se realizaron dos lavados con 1 ml de etanol al 75% cada
uno para eliminar restos de sales. Luego, de eliminar el etanol se dejé secar la muestra y
se la resuspendid en agua ultra pura. La concentracién de ARN de las muestras se

determiné mediante espectrofotometria en el equipo BIOTEK.

gPCR para la cuantificacion de ADN de T. cruzi

Los cebadores o primers y la sonda Tagman utilizadas para la deteccién del ADN

satélite de T. cruzi se sintetizaron de acuerdo al disefio publicado por Piron y col.}? L

a
cantidad de ADN satélite de T. cruzi se relativizd a la expresion de GAPDH. Las sondas
utilizadas se encuentran conjugadas con FAM (6-carboxifluoresceina), el colorante
guencher utilizado fue TMRA (tetrametilrodamina). A partir de los valores obtenidos de Ct
(Cycle threshold), se calculé el ACT, es decir, la diferencia entre el CT del gen blanco y el

control endégeno y se lo ajustd a unidades relativas.

RT-qPCR para la cuantificacion de la expresion de Cyp1Al y AhR

Se aislé ARN y a partir de este se obtuvo ADNc mediante el kit Quantitec Reverse

Transcription Kit de Qiagen. La RT-gPCR se realizd en el termociclador SteoOnePlus

162



(Applied Biosystems- ABI) y para la reaccion de amplificacion se utilizé Power Sybr Green
Master Mix (ABI).

Se utilizaron las siguientes secuencias de cebadores:

Gen Sentido Anti-sentido

Cyplal 5-CATTCCTGTCCTCCGTTACCTG-3 5-CTGTCTGTGATGTCCCGGATG-3

Ahr 5-GAAGGAGAGTTCTTGTTACAGGCG-3 | 5-GGAGGAAGCATAGAAGACCAAGG-3
B-actina | 5-TCTTGGGTATGGAATCCTGTGG-3 5- ATCCTGTCAGCAATGCCTGG-3

La expresion del ARNm se analizé mediante el software StepOne se obtuvieron los valores
de CT, los cuales fueron analizados en Microsoft Excel. Se obtuvo el promedio de los
valores de Ct para cada muestra y se normalizo respecto a la expresién del control interno
(B-actina), ACT = CT target — CT enddgeno. La expresion génica de los MDMO de Balb/c se
utilizé para normalizar los valores de los grupos tratados. Para el calculo de la expresién
de AhR en bazo se utilizd el Método de la curva estandar relativa, la curva relativa se

realizo utilizando el grupo NI de cada una de las cepas de ratén.

Ensayo de luciferasa para deteccidén de agonistas de AhR en plasma

El ensayo con pldasmido reportero para la deteccion de ligandos de AhR en
muestras de plasma fue realizado de acuerdo al procedimiento reportado por
Rothhammer y col.’®* Se transfectaron células HEK293 o 4T1 con el plasmido pGud-Luc
utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen). En el pldsmido se encuentra el promotor de
luciferasa, y en este las secuencias DRE (elemento de respuesta a dioxinas) presentes en el
promotor de CYP1A1, por lo que de haber agonistas de AhR en la muestra en cuestién con
el cual se incuban las células transfectadas, éstos activan AhR que se une a estas
secuencias DRE y favorecen la transcripcion del gen de luciferasa. De manera simultanea,
las células son transfectadas con el plasmido pTK-Renilla. La sefial de luciferasa fue

ajustada a la sefial de renilla emitida en el mismo pocillo.
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Luego de lisar las células estas fueron colocadas en placas de 96 pocillos para la
deteccion de fluorescencia. Para determinar la actividad luciferasa se utilizé el kit “Dual
Luciferase Assay” (Promega, EEUU), agregando los reactivos en el lumindmetro de manera
automatica por los inyectores, siguiendo los tiempos y volimenes indicados por el
fabricante. En las muestras de plasma de pacientes se consideré como 100% de seiial al
promedio de intensidad registrado en el grupo Control y los demds valores se expresaron
como porcentaje de intensidad con relacidn a este 100%. En las muestras de plasma de
ratones B6 y Balb/c se consideré6 como 100% de seiial al promedio de intensidad

registrado en cada grupo NI.

Metaboldmica dirigida

La cuantificacion de los niveles de metabolitos del Trp en plasma de pacientes
infectados con T. cruzi y controles fue realizado por metabolémica dirigida mediante
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Las
muestras de plasma fueron analizados en un espectrometro de masas triple cuadrupolo
4000 QTRAP (AB SCIEX, Framingham MA) acoplado a una bomba HPLC binaria Serie 1200
(Agilent, Santa Clara, CA) y un HTS PAL Autosampler (Leap Technologies, Carrboro, NC).
Para confirmar la identidad de cada metabolito, estos fueron comparados con muestras

patron.

Analisis estadistico

En primer lugar, se evalud la distribucién de los datos mediante el test de Shapiro-
Wilk. Los datos que presentaron una distribucién normal fueron analizados con test
paramétricos: Student t-test, ANOVA de una via o ANOVA de dos vias. Los datos que
mostraron una distribuciéon que no se ajusta a la normal fueron analizados mediante el

test no paramétricos U de Mann Whitney. En el caso de los analisis de comparaciones
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multiples los post test utilizados fueron los recomendados por el programa estadistico

empleado, GraphPad Prism7.
Para calcular las diferencias en sobrevida se utilizé el test Gehan-Breslow-

Wilcoxon. Se considerd que existen diferencias estadisticamente significativas cuando

p<0.05.
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