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RESUMEN 

La enfermedad de Chagas (EC) es una enfermedad causada por el protozoo 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi). La fase crónica de la enfermedad se manifiesta 

principalmente como enfermedad gastrointestinal o cardiomiopatía chagásica 

crónica (CCC), que es la forma más seria de la enfermedad. El tratamiento actual 

de la enfermedad de Chagas es benznidazol, fármaco tripanocida que no disminuye 

los síntomas de la CCC cuando es administrado en la fase crónica. Debido a esto, 

se requiere una estrategia farmacológica que prevenga los efectos fisiopatológicos 

producidos en la CCC. Estudios histológicos de autopsias han revelado que los 

pacientes con CCC presentan una gran infiltración de macrófagos y consecuente 

fibrosis. Además, se ha observado que los pacientes con EC crónica asintomáticos 

tienen niveles altos de citoquinas antiinflamatorias (M2), lo que les protege del daño 

tisular, mientras que los pacientes con CCC secretan mayormente citoquinas 

proinflamatorias (M1), las que podrían ser las culpables de la miocarditis crónica. 

Es más, en ratones, el cambio de fenotipo hacia uno M2 está relacionado con una 

mejora en la función cardiaca. Además, las citoquinas M1 han demostrado ser 

causantes de la activación y disfunción endotelial, que conlleva a la formación de 

focos isquémicos en el tejido cardiaco. Por lo tanto, cambiar el fenotipo de 

macrófagos M1 proinflamatorios a M2 antiinflamatorios podría ser un mecanismo 

para prevenir la aparición de los cambios observados en la CCC. 

Rho Kinasa (ROCK) es una serina/treonina quinasa activada por la proteína G 

pequeña RhoA. ROCK tiene 2 isoformas; ROCK-1 y ROCK-2. Estas quinasas están 

implicadas en la polarización de macrófagos hacia M1, y su inhibición aumenta la 

población M2. Además, ROCK se ha relacionado con hipertrofia y fibrosis cardiaca 

en ratones. Por esta razón, ROCK podría ser un blanco farmacológico para el 

cambio de polarización de macrófagos en pacientes con CCC.  

La atorvastatina inhibe a la enzima HMG-CoA reductasa, inhibiendo a su vez la 

síntesis de isoprenoides importantes en la activación de GTPasas pequeñas como 

RhoA. El tratamiento con atorvastatina reduce la activación RhoA/ROCK en 
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leucocitos y cambia la polarización de macrófagos de M1 a M2 en pacientes con 

aterosclerosis. De esta manera, la inhibición de ROCK por estatinas podría cambiar 

la polarización de macrófagos y reducir el daño tisular producido en la CCC. 

Por lo tanto, en este trabajo se propone que la inhibición de ROCK por atorvastatina 

promueve una polarización tipo M2 en macrófagos activados por T. cruzi, lo que 

disminuye su adhesión a células endoteliales.  

Para demostrar esta hipótesis, se incubaron macrófagos U937 inducidos con PMA 

con T. cruzi a distintos tiempos y se evaluó activación de ROCK por western blot. 

Para dilucidar la vía de señalización involucrada en la activación de ROCK, se trató 

con el inhibidor de TLR4, TAK-242, y además se evaluó la activación de la vía NF-

κB por western blot e inmunofluorescencia. El rol de la activación de ROCK en la 

síntesis de citoquinas M1 y M2 se determinó usando el inhibidor de ROCK, Y27632, 

midiendo la expresión y secreción de citoquinas mediante RT-qPCR y Multiplex, 

respectivamente. Luego, se observó el efecto de atorvastatina sobre la activación 

de ROCK, y la polarización de macrófagos usando marcadores de cada fenotipo por 

RT-qPCR y Multiplex. Para evaluar la relación entre la inhibición de ROCK-1 o 

ROCK-2 por atorvastatina y su efecto sobre la polarización, se sobre-expresó 

ROCK-1 y ROCK-2 constitutivamente activos (CA) en los macrófagos, previo a la 

infección con T. cruzi y al tratamiento con atorvastatina. Finalmente, las citoquinas 

secretadas por los macrófagos incubados con T. cruzi y atorvastatina se cultivaron 

con células endoteliales microvasculares cardiacas (HMVEC-C) para determinar su 

efecto en la activación, mediante RT-qPCR de moléculas de adhesión, y sobre la 

adhesión a monocitos humanos. Este efecto de las estatinas sobre la expresión de 

ROCK y citoquinas M1 y M2 fue además determinado en tejido cardiaco de ratones 

con CCC tratado con simvastatina. 

Como resultado, se encontró que T. cruzi activó a ROCK en macrófagos humanos 

mediante la activación de TLR4, lo que indujo la activación de NF-κB. La inhibición 

de ROCK indujo una disminución de expresión y secreción de las citoquinas M1, un 
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aumento de la expresión de los marcadores M2, y una disminución de la secreción 

de los marcadores M2. La relación M1/M2 (marcador de polarización) disminuyó en 

macrófagos tratados con Y27632. Por otro lado, atorvastatina inhibió la activación 

de ROCK inducida por T. cruzi, cambiando el fenotipo de macrófagos hacia M2, lo 

que fue prevenido por la expresión de ROCK-1 y ROCK-2 CA. Además, el cambio 

en el secretoma inducido por atorvastatina disminuyó la activación y adhesión de 

células endoteliales. Finalmente, los ratones con CCC aumentaron la expresión de 

ROCK-1, y de citoquinas M1, y disminuyeron la expresión de citoquinas M2, 

mientras que el tratamiento con simvastatina previno el efecto de CCC, 

observándose una relación positiva entre ROCK-1 y citoquinas M1, y una relación 

negativa entre ROCK-1 y citoquinas M2. 
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ABSTRACT 

EFFECT OF RHO KINASE INHIBITION BY ATORVASTATIN ON 

POLARISATION OF TRYPANOSOMA CRUZI-INFECTED MACROPHAGES 

Chagas disease (CD) is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi). The 

chronic phase of the disease manifests mainly as gastrointestinal disease or chronic 

Chagasic cardiomyopathy (CCC), which is the most severe form of the disease. The 

current treatment for CD is benznidazole, a trypanocidal drug that does not reduce 

the symptoms of CCC when administered in the chronic phase. Therefore, a new 

pharmacological strategy is required to prevent the pathophysiological effects that 

produce CCC. Histological studies of autopsies have revealed that patients with 

CCC present a significant infiltration of macrophages and subsequent fibrosis. In 

addition, it has been observed that asymptomatic chronic CD patients have a 

prevalence of anti-inflammatory cytokines (M2), which protects them from tissue 

damage. In contrast, patients with CCC secrete mostly proinflammatory cytokines 

(M1), which could be the cause of chronic myocarditis. In vivo models of CCC have 

shown that the change in phenotype towards an M2 is related to an improvement in 

cardiac function. In addition, M1 cytokines have shown to cause endothelial 

activation and dysfunction, leading to the formation of ischemic foci in cardiac tissue. 

Therefore, changing the phenotype from proinflammatory M1 macrophages to 

immunoregulatory M2 could be a mechanism to prevent CCC. 

Rho Kinase (ROCK) is a serine/threonine kinase activated by the small G protein 

RhoA. ROCK has two isoforms: ROCK-1 and ROCK-2. These kinases are involved 

in the polarization of macrophages towards M1, and their inhibition increases the M2 

population. For this reason, ROCK could be a pharmacological target for 

macrophage polarization change in CCC patients.  

Atorvastatin inhibits the HMG-CoA reductase enzyme, inhibiting the synthesis of 

isoprenoids critical in activating small GTPases such as RhoA. Atorvastatin 

treatment reduces RhoA/ROCK activation in leukocytes and changes macrophage 
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polarization from M1 to M2 in patients with atherosclerosis. In addition, ROCK has 

been linked to cardiac hypertrophy and fibrosis in mice. Thus, ROCK inhibition by 

statins could change macrophage polarization and reduce tissue damage in CCC. 

Therefore, this thesis proposes that the inhibition of ROCK by atorvastatin promotes 

an M2-type polarization in macrophages activated by T. cruzi, which decreases 

endothelial cell adhesion. 

To determine this, PMA-induced U937 macrophages were incubated with T. cruzi at 

different times, and ROCK activation was evaluated by western blot. To elucidate 

the signaling pathway involved in ROCK activation, cells were treated with the TLR4 

inhibitor, TAK-242. The activation of the NF-κB pathway was also evaluated by 

western blot and immunofluorescence. The role of ROCK activation in the synthesis 

of M1 and M2 cytokines was determined using the ROCK inhibitor, Y27632, and 

measuring cytokine expression and secretion by RT-qPCR and Multiplex, 

respectively. Then, the effect of atorvastatin on ROCK activation and macrophage 

polarization was observed using markers of each phenotype by RT-qPCR and 

Multiplex. To assess the relationship between the inhibition of ROCK-1 or ROCK-2 

by atorvastatin and its effect on polarization, constitutively active ROCK-1 and 

ROCK-2 were overexpressed in macrophages before infection with T. cruzi and the 

atorvastatin treatment. Finally, the cytokines secreted by macrophages incubated 

with T. cruzi and atorvastatin were cultured with cardiac microvascular endothelial 

cells (HMVEC-C) to determine their effect on activation, using RT-qPCR of adhesion 

molecules, and on adhesion to monocytes. This effect of statins on the expression 

of ROCK and M1 and M2 cytokines was also determined in cardiac tissue from CCC 

mice treated with simvastatin. 

T. cruzi activated ROCK in human macrophages by TLR4, which induced NF-κB 

activation. ROCK inhibition decreased the expression and secretion of M1 cytokines, 

increased the expression of M2 markers, and decreased the secretion of M2 

markers. The M1/M2 ratio was decreased in macrophages treated with Y27632. On 
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the other hand, atorvastatin inhibited T. cruzi-induced ROCK activation, changing 

the macrophage phenotype towards M2, which was prevented by constitutive 

expression of ROCK-1 and ROCK-2. Finally, the change in the macrophage 

secretome induced by atorvastatin decreased endothelial cell activation and 

adhesion capacity. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Enfermedad de Chagas 

En 1908, el director del Instituto Manguinhos de Río de Janeiro, Oswaldo Cruz, 

envió al médico de 29 años Carlos Chagas a controlar un brote de malaria en Minas 

Gerais que afectó a trabajadores ferroviarios que estaban construyendo un 

ferrocarril desde Río de Janeiro hacia la cuenca norte del Amazonas, tarea que 

nunca se completó. En ese entonces, Carlos Chagas conoció unos chinches 

conocidos como ”barbeiros” que mordían a los humanos en las noches mientras 

dormían, desde donde detectó protozoos flagelados parecidos a Trypanosoma 

minasense. El parásito fue nombrado Trypanosoma cruzi, en honor a Oswaldo Cruz. 

Luego de algunos estudios en pacientes, en agosto de 1909, Carlos Chagas publicó 

un estudio completo del ciclo de vida del parásito, describiendo vectores, 

mecanismos de transmisión y signos clínicos en humanos y animales [1], de la que 

ha sido la primera y única enfermedad caracterizada completamente por un solo 

investigador. 

La enfermedad de Chagas, o Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad 

parasitaria causada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), el 

cual puede ser transmitido por más de 150 especies de insectos hematófagos de la 

subfamilia Triatominae, más conocidos en Chile como vinchuca. Las vinchucas 

viven en grietas de casas de barro asociadas a condiciones de pobreza en zonas 

rurales y periurbanas de toda Latinoamérica. En Chile existen 4 de estos insectos: 

Triatoma infestans, Mepraia spinolai, Mepraia gajardoi y Mepraia parapatrica. De 

estos cuatro, solo T. infestans es doméstico, lo que lo hace responsable de la 

prevalencia de la enfermedad en el país [2], aunque en Chile, la transmisión 

vectorial ha estado interrumpida [3]. Además de la transmisión por el vector, la 

enfermedad de Chagas se puede transmitir de manera congénita, mediante 

transfusión de sangre, trasplantes de órganos desde pacientes infectados, o a 

través del consumo de alimentos contaminados con el parásito [4].  
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1.1. Epidemiología de la EC 

La transmisión de T. cruzi ocurre predominantemente en áreas rurales de países 

latinoamericanos. El año 2015, la organización mundial de la Salud (OMS) publicó 

una actualización de la información epidemiológica de los 21 países de américa 

latina, donde se reportaron 6 millones de personas infectadas. Argentina y Brasil 

son los países con mayor contagio (1.5 y 1.2 millones de personas, 

respectivamente) seguidos por México (900 mil), Bolivia (600 mil), Colombia (400 

mil) y Venezuela (200 mil). En Chile, se reportaron 120 mil personas infectadas, que 

corresponde al 0.7% de la población [5]. Las áreas endémicas en Chile se extienden 

entre la región de Arica y Parinacota y la región del Libertador Bernardo O’Higgins 

[6]. La Tripanosomiasis Americana afecta a alrededor de 6 millones de personas en 

Latinoamérica y la Organización Mundial de la Salud la categorizó como una de las 

13 enfermedades tropicales más desatendidas del mundo [7].  

La migración de poblaciones infectadas ha provocado la aparición de la enfermedad 

en zonas donde no se encuentra el vector, como Estados Unidos, Canadá, algunos 

países europeos (España, Suiza, Francia, Italia, entre otros), Australia y Japón [8]. 

En estas zonas no endémicas, la EC es poco conocida, lo que dificulta su correcta 

prevención, seguimiento y tratamiento.  

1.2. Ciclo de vida de T. cruzi 

El ciclo de vida del parásito tiene etapas de desarrollo tanto en el mamífero infectado 

como en el vector (Figura 1). Cuando las vinchucas se alimentan de un mamífero 

infectado, estos insectos ingieren tripomastigotes desde su sangre. Una vez en el 

intestino del vector, los tripomastigotes se trasforman en epimastigotes, se replican, 

y se depositan en las heces en forma de tripomastigote, la forma infectiva. La 

transmisión a un nuevo mamífero ocurre cuando las fecas del vector se ponen en 

contacto con heridas en la piel del huésped, donde el tripomastigote ingresa a la 

circulación sanguínea y luego entra a células nucleadas y se convierte en 

amastigote, que es la forma replicativa intracelular. Finalmente, los amastigotes se 
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transforman en tripomastigotes y se liberan en el torrente sanguíneo, donde pueden 

infectar nuevas células [4]. 

1.3. Manifestaciones clínicas de la EC 

La enfermedad de Chagas se presenta en dos fases: aguda y crónica. La fase 

aguda dura de 4 a 8 semanas y se caracteriza por una alta parasitemia y la aparición 

de anticuerpos IgM anti-T. cruzi desde los 10 días de infección. Sólo en el 10% de 

los pacientes esta fase presenta síntomas como fiebre, escalofríos, o dolor 

muscular, aparte de la inflamación en el sitio de inoculación, que genera el 

denominado signo de Romaña o Chagoma. Sin embargo, dada la inespecificidad 

de estos síntomas, la infección pasa desapercibida y la mayoría de los pacientes 

evoluciona a la fase crónica [9]. 
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Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. En la imagen se muestran las etapas del desarrollo 

del parásito en el triatomino vector y en el humano infectado. Imagen obtenida de Teixeira 

y cols. [10]. 

La fase crónica comienza a la semana 8, pero se manifiesta luego de 10 a 30 años 

y se caracteriza por serología positiva y parasitemia negativa [11]. Se manifiesta 

principalmente como cardiomiopatía, que es la forma más letal, pero también se 

puede manifestar como enfermedad gastrointestinal (megaesófago, megacolon, 

disfagia, constipación) y en menor medida enfermedad neurológica (neuritis, 

demencia o encefalopatía) [12] (Figura 2).  
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Figura 2. Curso de la infección con T. cruzi. La infección con T. cruzi puede ser (1) 

vectorial, (2) por transfusión de sangre o trasplante de órganos, (3) oral, o (4) congénito. El 

periodo de incubación dura de 5-10 días desde la infección. La fase aguda dura 4-8 

semanas y se caracteriza por parasitemia positiva, y anticuerpos IgM anti-T cruzi, además 

de provocar síntomas inespecíficos. En la fase crónica la parasitemia es negativa y se 

detectan anticuerpos IgG anti-T. cruzi. Luego de 10-30 años de estar crónicamente 

infectado se presentan manifestaciones cardiacas, digestivas o ambas. Imagen obtenida 

de Lidani y cols. [13]. 

T. cruzi pertenece a una especie heterogénea con varias cepas que han sido 

estudiadas por métodos biológicos, bioquímicos y moleculares. Las cepas de T. 

cruzi se organizan en 7 unidades discretas de tipificación (DTUs), denominadadas 

TcI al TcVI, y Tcbat. Los estudios de tipificación de T. cruzi en tejidos de pacientes 

con cardiomiopatía y/o enfermedad gastrointestinal han determinado que la cepa 

del parásito es un factor determinante en la forma clínica de la enfermedad [14]. 

Estudios de genotipificación han demostrado que pacientes infectados con el DTU 

TcI, al cual pertenece la cepa Dm28, entre muchas otras, tienen una mayor 

prevalencia de generar alteraciones cardiacas [15]. 



26 

 

1.4. Diagnóstico de la EC 

En Chile, existe búsqueda activa de EC a toda mujer embarazada, recién nacidos 

hijos de madre con EC, donantes de sangre, personas inmunosuprimidas y 

personas con sintomatología compatible [6]. 

El diagnóstico de la EC depende de la etapa en que se encuentre la enfermedad. 

La técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es la más sensible en la 

etapa aguda, e indica presencia de parásitos incluso antes que estos sean visibles 

al microscopio [16]. Una vez que aumentan los niveles de parásitos, se pueden 

detectar tripomastigotes sanguíneos mediante microscopía (medición de 

parasitemia). En la fase aguda más avanzada también es posible analizar niveles 

séricos de anticuerpos IgM anti T. cruzi. Para confirmar la infección crónica es 

necesario hacer 2 test serológicos con diferentes métodos que detecten diferentes 

anticuerpos IgG anti T. cruzi, y un tercer test si los resultados no son concluyentes 

[17]. Estos ensayos pueden ser: ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

(ELISA), inmunocromatografía (ICT), ensayo de inhibición de la hemaglutinación 

(HAI), quimioluminiscencia (CMIA) o inmunofluorescencia indirecta (IIF). 

Los criterios de cura terapéutica pueden ser (1) paciente tratado en fase aguda con 

parasitemia negativa, serología IgG e IgM negativa, y sin síntomas a los 6 meses 

de terminado el tratamiento, o (2) paciente crónico con parasitemia negativa que 

presenta serología negativa IgG en al menos un intervalo de 3 meses, y con 

seguimiento por al menos 10 años [18]. 

1.5. Tratamiento farmacológico de la EC 

Actualmente el tratamiento farmacológico se basa en el uso de fármacos aceptados 

hace más de 50 años: nifurtimox (NFX) y benznidazol (Bz), los cuales son los únicos 

fármacos con eficacia probada para la EC. NFX es un derivado de nitrofurano y Bz 

es un nitroimidazol. Ambos, mediante la acción de nitrorreductasas, forman 

metabolitos electrofílicos derivados del nitrógeno que se unen a lípidos, proteínas, 

y ADN del parásito, dañándolo [19]. En Chile, ambos fármacos están disponibles 
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para el tratamiento de la EC en niños y adultos, aunque debido a la menor 

prevalencia de efectos adversos, se prefiere la terapia con Bz. 

Bz ha demostrado ser efectivo al ser administrado en fase aguda, reduciendo la 

severidad de los síntomas y la agresividad de la enfermedad con una tasa de cura 

del 70% [20]. Sin embargo, este fármaco tiene importantes efectos adversos como 

dermatitis, leucopenia, neuropatía periférica, anorexia, náuseas, vómito o insomnio, 

lo que conlleva muchas veces a la suspensión del tratamiento [21]. 

Se ha estudiado nuevos fármacos tripanocidas, principalmente usando triazoles, 

que actúan como inhibidores de la síntesis de ergosterol del parásito. El estudio 

clínico CHAGAZOL comparó posaconazol con distintas dosis de Bz en pacientes 

con qPCR positivo, y se observó que el primero no tiene un efecto sobre la carga 

parasitaria mejor que Bz [22]. Además, el estudio STOP-CHAGAS administró 

posaconazol con Bz en monoterapia, y en combinación, y Bz en monoterapia mostró 

mejor cura parasitológica que posaconazol y que la combinación de ambos [23]. Por 

lo tanto, aun es necesario encontrar fármacos tripanocidas efectivos, mejor 

tolerados y de bajo costo. 

2. Cardiopatía Chagásica Crónica (CCC) 

Aunque las enfermedades gastrointestinales chagásicas se presentan en el 5-10% 

de los pacientes, la CCC es la forma más seria y común de la enfermedad [24]. La 

CCC es responsable de la incapacidad de trabajar, baja calidad de vida y mortalidad 

de los pacientes crónicos [25]. En Chile, el 73% de las defunciones por EC se debe 

a la CCC [6]. Estos signos y síntomas clínicos producen un alto costo en el sistema 

sanitario, económico, social y familiar, lo que genera un problema de salud pública 

de gran envergadura. La CCC tiene peor pronóstico que otras cardiopatías como la 

enfermedad cardíaca hipertensiva [26], la cardiopatía dilatada [27] y la cardiopatía 

isquémica [28].  
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2.1. Manifestaciones clínicas de la CCC 

La CCC tiene cuatro manifestaciones básicas: anormalidades en la conducción 

eléctrica, disfunción en la contractilidad del miocardio, aneurismas y 

tromboembolismo. Los cambios en el ritmo cardiaco determinados por 

electrocardiograma (ECG) son predictores de la severidad de la enfermedad. Las 

anormalidades en el ECG pueden ir desde una bradicardia sinusal, bloqueo de la 

rama derecha, hasta arritmias severas y muerte súbita [29]. Las anormalidades en 

la contracción de las paredes cardiacas provocan una disminución en la función 

ventricular. Las principales manifestaciones ecocardiográficas son las 

anormalidades en el movimiento de las paredes (hipoquinesia, aquinesia o 

disquinesia), insuficiencia de la válvula mitral y tricúspide, disfunción sistólica 

biventricular, cardiomiopatía dilatada, aneurismas y trombos [30, 31]. Los 

aneurismas son principalmente localizados en la zona apical del ventrículo izquierdo 

(82% de los casos) y se observan en el 55% de los pacientes con CCC [32]. Estos 

aneurismas junto con las arritmias y la disfunción sistólica ventricular son las 

mayores causas de la formación de trombos y accidentes cerebrovasculares en la 

CCC [33]. La principal causa de muerte en pacientes con CCC es la muerte súbita 

(55-65%), seguida por insuficiencia cardiaca (25-30%) y embolismo cerebral o 

pulmonar (10-15%) [11]. 

A nivel histopatológico, la CCC se caracteriza por una mínima parasitemia y 

parasitismo cardiaco, un amplio infiltrado inflamatorio, edema intersticial y una 

intensa fibrosis [34, 35]. A través de estudios histológicos de autopsias de pacientes 

con CCC, se ha determinado que el tejido cardiaco de estos pacientes tiene hasta 

un 50% de fibrosis, y una importante infiltración inflamatoria compuesta de un 50% 

de macrófagos, 40% de linfocitos T y 10 % de linfocitos B [36]. 
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2.2. Tratamiento de la CCC 

El tratamiento de la CCC se ha basado principalmente en la evidencia de otras 

cardiomiopatías o de estudios que incluyeron un pequeño grupo de pacientes con 

CCC, por lo que hay pocas terapias con recomendaciones sólidas para esta 

enfermedad. Los fármacos utilizados para la CCC son principalmente β-

bloqueadores, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iECA), 

bloqueadores del receptor de angiotensina, antagonistas de receptor de 

mineralocorticoides, digoxina, diuréticos y anticoagulantes [37]. Las 

manifestaciones cardíacas de la enfermedad de Chagas también pueden necesitar 

procedimientos quirúrgicos invasivos como marcapasos, desfibrilador cardioversor 

implantable o trasplante de corazón. El trasplante de corazón solo está 

contraindicado para pacientes con megaesófego o megacolon. En el caso de 

reactivación de T. cruzi por tratamiento con inmunosupresores, el tratamiento 

recomendado es Bz [38]. 

El año 2015 fue publicado el estudio “Evaluación de Benznidazol para interrumpir la 

Tripanosomiasis” (BENEFIT), en el que se evaluó la eficacia y seguridad del Bz para 

reducir características clínicas en pacientes con CCC [39]. A pesar de disminuir la 

carga parasitaria, Bz no redujo significativamente la tasa de pacientes con una o 

más de estas manifestaciones: muerte, paro cardiorrespiratorio, inserción de 

marcapasos o desfibrilador automático implantable, taquicardia ventricular 

sostenida, trasplante cardiaco, insuficiencia cardiaca, accidente cerebrovascular, 

isquemia o un evento tromboembólico pulmonar. Por lo tanto, es necesario 

encontrar nuevas estrategias farmacológicas que acompañen el efecto sobre la 

carga parasitaria de los fármacos tripanocidas en los pacientes con CCC. 

2.3. Patogénesis de la CCC 

Debido a la complejidad de la CCC, su patogénesis no está completamente 

dilucidada. Existen dos principales mecanismos que explican la patogenia de la 
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CCC: daño dependiente de la persistencia del parásito y daño mediado por la 

respuesta inmune [40].  

A pesar de que no se puede observar el parásito mediante técnicas histológicas, los 

métodos de PCR e inmunoensayos son capaces de identificar material genético y 

antígenos de T. cruzi en pacientes con CCC [41, 42]. Además, se ha observado en 

modelos animales que la carga parasitaria tisular se relaciona con la intensidad de 

la inflamación, y que los fármacos tripanocidas, al reducir la carga parasitaria, 

atenúan la miocarditis [43, 44]. Todo esto demuestra que existe un daño provocado 

por la persistencia del parásito en el organismo. Por otro lado, la exacerbación del 

ambiente proinflamatorio puede producir daño a nivel tisular inducido por citoquinas 

proinflamatorias, por lo que el estudio de la inmunidad en la CCC es indispensable 

en la búsqueda de nuevas terapias. 

3. Inmunidad en la CCC 

Durante la fase aguda de la infección se desencadena una respuesta inmune innata 

que logra controlar al parásito, pero no eliminarlo (Figura 3). Los monocitos 

activados a macrófagos y las células dendríticas promueven la endocitosis del 

parásito, con la consiguiente expresión de citoquinas como IL-12 e IFN-γ, 

produciendo linfocitos T y B específicos contra T. cruzi, que migran hacia el sitio de 

daño en respuesta de quimioquinas [45]. Este infiltrado de células mononucleares 

está asociado a la muerte local de cardiomiocitos y fibrosis. La persistencia del 

parásito hace que esta activación del sistema inmune se mantenga por años, 

produciendo una inflamación crónica que conlleva al desarrollo de CCC [11]. 

El mecanismo por el cual la respuesta inmune provoca CCC aún no está 

completamente esclarecido, sin embargo, existen antecedentes que relacionan el 

tipo de citoquinas sintetizadas con las manifestaciones clínicas en los pacientes 

[46]. La mayoría de los pacientes que entran a la fase crónica permanecen en la 

forma indeterminada, que es asintomática y presenta un perfecto equilibrio entre el 
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parásito y el hospedero [47]. Esta fase indeterminada se ha asociado con una 

predominante producción de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 e IL-17 [48]. 

Estos resultados son consistentes con los altos niveles de citoquinas 

proinflamatorias como TNF-α e IFN-γ encontradas en pacientes con CCC [49], 

donde existe un ambiente proinflamatorio que podría ser el responsable de la 

miocarditis crónica. Por lo tanto, es posible que la producción de citoquinas 

antiinflamatorias en estadios tardíos de infección sea necesario para mantener el 

parásito bajo control y evitar el daño tisular característico de la CCC. 

 

Figura 3. Progresión de la inmunidad en la EC. Luego de la infección, los pacientes con 

EC desarrollan parasitemia, acompañada por una activación del sistema inmune que intenta 

eliminar al parásito, pero no lo logra, por lo que avanza a la fase crónica. La mayoría de los 

pacientes crónicos presentan la forma indeterminada (asintomática), asociada con un bajo 

índice inflamatorio. Aproximadamente el 30% de los pacientes crónicos progresan a la 

forma cardiaca, asociada con un mayor estado proinflamatorio. Imagen extraída de 

Machado y cols. [4]. 

3.1. Macrófagos 

Las células fagocíticas mononucleares se generan a partir de células madre 

hematopoyéticas ubicadas en la médula ósea. Los precursores de macrófagos son 
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liberados a la sangre como monocitos, y se depositan principalmente en el bazo 

donde se almacenan [50]. Cuando hay algún signo de daño o patógeno, los 

monocitos migran por la circulación y se extravasan a través del endotelio, donde 

se diferencian a macrófagos.  

Se conocen 2 fenotipos de macrófagos: M1 y M2 [51] (Figura 4). Los monocitos 

clásicamente activados se diferencian a macrófagos M1 luego de la estimulación 

con moléculas de origen bacteriano como lipopolisacáricos (LPS) y citoquinas 

proinflamatorias como IFN-γ.  Los macrófagos M1 se caracterizan por producir 

citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1β, IL-6, e IFN- γ; además presentan 

una capacidad fagocítica alta y producen especies reactivas de oxígeno (ROS) [52]). 

Los macrófagos M1 tienen funciones inflamatorias, y su rol principal es el control de 

patógenos intracelulares [53]. Este tipo de macrófagos está asociado a daño tisular 

cuando no es bien regulado. 

Los monocitos alternativamente activados se diferencian a macrófagos M2 con 

estímulos como TGF-β o citoquinas antiinflamatorias como IL-4, IL-10 e IL-13 [54]. 

Estos macrófagos tienen funciones antiinflamatorias/inmunorreguladoras y están 

relacionados con la reparación tisular [55]. El fenotipo M2 además se subdivide en 

4 subtipos, M2a, M2b, M2c y M2d [56]. Los macrófagos M2a están relacionados con 

las reacciones alérgicas, fibrogénesis, reparación tisular y proliferación celular [57]. 

Los M2b actúan como inmunorreguladores, reclutando linfocitos TH2 y linfocitos T 

reguladores (Tregs) [58]. El fenotipo M2c está involucrado en la regeneración tisular 

y angiogénesis [54]. Los macrófagos M2d tienen como función la inhibición de la 

respuesta inmune y la promoción de la angiogénesis [57]. 

A pesar de que esta clasificación parezca rígida, se ha demostrado que hay una alta 

plasticidad en el fenotipo de los macrófagos, por lo que pueden repolarizar bajo 

ciertas condiciones, pasando de un fenotipo M1 a M2 y viceversa [59, 60]. 
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Figura 4. Polarización de macrófagos. Diferentes estímulos, marcadores de superficie, 

citoquinas secretadas y funciones de los macrófagos M1 y M2. Imagen extraída de Yao Y, 

y cols. [61]. 

3.2. Polarización de macrófagos en la CCC  

Durante la fase aguda de la infección con T. cruzi, los macrófagos inducen la 

producción de una cascada de citoquinas proinflamatorias y de óxido nítrico (NO) 

que contribuyen al control del parásito. Esta respuesta inflamatoria inicial conlleva 

a una polarización tipo M1 [62]. A su vez, macrófagos y células NK sintetizan 

citoquinas reguladoras para disminuir el daño producido por una excesiva 

estimulación proinflamatoria [45], produciendo una polarización M2, lo que permite 

la persistencia del parásito. Por lo tanto, en la etapa aguda hay un equilibrio entre 

los dos fenotipos, el que se pierde al progresar a la fase crónica.  

Se ha observado que tanto los macrófagos presentes en corazones con CCC, como 

los expuestos in vitro a T. cruzi están polarizados hacia el fenotipo M1 y que los 

macrófagos de los pacientes indeterminados (asintomáticos) producen más IL-10, 

[63, 64]. El año 2016, el grupo de Wan y cols. observó una correlación directa entre 

el aumento de la población M2, la disminución de citoquinas proinflamatorias y la 
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disminución de la disfunción ventricular en ratones con Chagas crónico (día 45-66 

post-infección) [65]. Además, se ha observado que el uso de una vacuna de ADN y 

proteínas (TcVac2) en ratones infectados con T. cruzi disminuye la inflamación y 

fibrosis en fase crónica [66], y que el suero de estos ratones inmunizados promueve 

una polarización M2 en macrófagos in vitro. Por lo tanto, la modificación 

farmacológica de la polarización de macrófagos M1 hacia M2 podría prevenir el 

daño tisular provocado en los pacientes con CCC.   

3.3. Disfunción endotelial en la CCC 

Uno de los mecanismos fisiopatológicos involucrados en la CCC es la presencia de 

anormalidades microvasculares e isquemia, inducido por una activación y disfunción 

endotelial [67]. Las células endoteliales (CEs) son uno de los primeros blancos de 

los parásitos. Estudios in vitro e in vivo indican que la infección del endotelio resulta 

en la expresión de citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesión endotelial 

(CAMs), los que son componentes importantes en la respuesta inflamatoria contra 

el parásito [68].  

La acumulación de leucocitos en la vasculatura depende de su interacción con las 

células endoteliales, mediante CAMs. Las selectinas median el rodamiento de los 

leucocitos, mientras que la adhesión y transmigración están mediadas por VCAM-

1, ICAM-1 y PECAM-1 [69]. Los pacientes con CCC tienen niveles altos de la forma 

soluble de VCAM-1 (sVCAM-1) y de P-selectina (sP-selectina), e incluso hay una 

asociación positiva entre la severidad de la enfermedad y los niveles séricos de P-

selectina [70]. A pesar de que se ha estudiado el efecto directo del parásito sobre la 

activación endotelial, no se conoce el efecto de las citoquinas producidas por 

macrófagos en respuesta a la infección con T. cruzi sobre la activación de las células 

endoteliales. 
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4. Vía Rho/Rho Kinasa (ROCK) 

Las GTPasas Rho (Ras homologous) son una familia de proteínas G pequeñas (21 

kDA aprox.) que regulan principalmente la dinámica de actina [71]. RhoA es el 

miembro más estudiado de la familia, y, aparte de su rol en la organización de actina, 

regula muchas funciones celulares como contracción, motilidad, proliferación y 

apoptosis [72]. RhoA cambia de un estado inactivo (unida a GDP) a uno activo 

(unida a GTP) para interactuar con sus efectores. Rho Kinasa (ROCK) es una 

serina/treonina quinasa, y es el principal y más estudiado efector de RhoA [73]. 

Existen dos isoformas de ROCK, codificados en 2 genes distintos: ROCK-1 y 

ROCK-2. Ambas quinasas contienen un dominio serin-treonin quinasa en su porción 

amino terminal, seguido por una región de hélice superenrollada (CCR) que 

contiene un dominio de unión a Rho (RBD), y en su extremo carboxilo terminal 

contienen un dominio homólogo a Pleckstrina (PH) con una porción rica en cisteína 

(CRD) (Figura 5A). Ambas isoformas son altamente homologas, con una identidad 

de secuencia de aminoácidos de un 92% en el dominio quinasa y ambas están 

ubicuamente expresada en los tejidos [74]. El dominio carboxilo terminal forma un 

loop autoinhibitorio que se pliega sobre el dominio quinasa, inhibiendo la actividad 

de ROCK. RhoA unido a GTP se une al dominio RBD y libera el dominio catalítico 

de ROCK, manteniéndolo accesible a sus sustratos, lo que resulta en la activación 

de ROCK (Figura 5B). Existen otras enzimas que activan a ROCK mediante un 

clivaje entre el dominio CCR y el dominio PH, como caspasa-3, que activa a ROCK-

1, y caspasa-2 y granzima B, que activan a ROCK-2 [75]. 
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Figura 5. Estructura y mecanismos de activación de ROCK-1 y ROCK-2. (A) Dominios 

de ROCK-1 y ROCK-2. Ambas isoformas contienen un dominio kinasa en su porción N-

terminal, un dominio de unión a Rho (RBD), y un dominio PH en su porción C-terminal. (B) 

En la forma inactiva de ROCK, su dominio PH y RBD se unen al dominio kinasa, formando 

un loop autoinhibitorio. RhoA-GTP se une al RBD, induciendo una conformación abierta, 

liberando la capacidad catalítica del dominio kinasa. ROCK-1 además puede ser activado 

al ser clivado por caspasa-3 (C3), y ROCK-2 por caspasa-2 (C2) y granzima B (GB). Imagen 

extraída de [75]. 

ROCK-1 y ROCK-2 comparten más de 20 sustratos, dentro de los que se 

encuentran la fosfatasa de la cadena liviana de la miosina (MYPT1), a la que 

fosforila para impedir la inactivación de la cadena liviana de la miosina (MLC), y así 

promover la contracción muscular [76]. Además, ambas pueden directamente 

fosforilar a MLC, activándola. Otros blancos son NHE-1, involucrado en la migración 

celular, LIM kinasa (LIMK), el cual fosforila a cofilina, estabilizando filamentos de 

actina [77], y la familia exrina, radixina y moesina (ERM), involucrada en la 

interacción entre filamentos de actina y la membrana plasmática. En conjunto, estos 
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blancos controlan procesos celulares como adhesión, migración, proliferación, 

contracción, fagocitosis y apoptosis [78] (Figura 6). 

 

Figura 6. Vía Rho/ROCK. La activación de ROCK y subsecuente fosforilación de sus 

sustratos río abajo son responsable de eventos celulares como apoptosis, formación de 

fibras de estrés, citocinesis, polarización, adhesión y diferenciación celular. Imagen extraída 

de [79]. 

4.1. Rol de ROCK en la polarización de macrófagos 

La migración e infiltración de monocitos requiere de los filamentos de actina. Usando 

un inhibidor de ROCK-1/2 (Y-27632) se demostró que ROCK es necesario en el 

proceso de migración trans-endotelial de monocitos [80]. ROCK ha demostrado 

tener un rol en la polarización de macrófagos hacia el fenotipo proinflamatorio M1 

[81]. Además, el uso de Fasudil, un inhibidor de ROCK-1/2, produjo un cambio en 

la polarización de macrófagos de M1 a M2 en un modelo murino de encefalomielitis 

autoinmune [82]. Por lo tanto, la inhibición de ROCK podría ser un mecanismo 

farmacológico para cambiar la polarización de macrófagos M1 inducidos por T cruzi 

hacia M2, y así disminuir el daño tisular producido en la CCC. Sin embargo, no hay 

fármacos inhibidores de ROCK aprobados por la FDA que puedan ser actualmente 

usados en la práctica clínica. 
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4.2. Rol de ROCK en la infección con T. cruzi 

La unión de glicoproteínas de la superficie del parásito a los receptores tipo Toll 

(TLR) TLR2 y TLR4, inicia el proceso de infección activación de los macrófagos [83]. 

Esta interacción gatilla una cascada de señalización intracelular, que involucra la 

activación del factor nuclear kappa B (NF-κB) que induce la síntesis de citoquinas 

proinflamatorias como TNF-α e IL-6, presentando un fenotipo de macrófagos M1 

[83, 84]. Sin embargo, no se ha estudiado el efecto de la infección con T. cruzi sobre 

la vía RhoA/ROCK. 

Se ha descrito que LPS activa a NF-κB vía TLR4 induciendo un fenotipo tipo M1 en 

macrófagos, y que la activación de NF-κB es mediada por ROCK [85-88]. Además, 

en 2015 Wang y cols. descubrieron que la inhibición de ROCK por Y27632 

disminuye la producción de TNF-α e IL-1β inducida por LPS en ratones [89]. Por lo 

tanto, es probable que T. cruzi active la vía Rho/ROCK en macrófagos vía TLR2 y/o 

TLR4, y que esto induzca su polarización hacia M1 mediante la activación de NF-

κB. 

A pesar de que no se ha estudiado el rol de ROCK en la EC in vitro ni in vivo, existe 

evidencia del papel de su papel en procesos como hipertrofia, fibrosis cardiaca, y 

apoptosis de cardiomiocitos [90, 91]. De hecho, inhibidores de ROCK como fasudil 

y sus derivados han sido estudiados para el uso clínico de hipertensión pulmonar 

[92], y han demostrado efectos beneficiosos en otras enfermedades 

cardiovasculares como hipertensión, accidente cerebrovascular e infarto cardiaco 

[93]. Es por esto por lo que la modulación de ROCK no solo podría ser una estrategia 

para la regulación de la respuesta inmune, sino que también para la prevención de 

la insuficiencia cardiaca en la CCC. 

5. Estatinas 

Las estatinas son fármacos hipolipemiantes, ya que inhiben la enzima 3-hidroxi-3-

metil-glutaril-Coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzima limitante de la vía del 
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mevalonato, que es responsable de la síntesis de colesterol. Además, el mevalonato 

es esencial para la síntesis de intermediarios isoprenoides como el pirofosfato de 

farnesilo y el pirofosfato de geranilo [94]. Estos isoprenoides son importantes para 

la traslocación a la membrana y activación de GTPasas pequeñas, como RhoA 

(Figura 7) [95]. Es por esto por lo que en este proyecto se propone utilizar una 

estatina para inhibir a RhoA/ROCK. 

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la simvastatina puede atenuar la 

expresión de moléculas de adhesión inducida por T. cruzi, mediante la inhibición de 

NF-κB, disminuyendo el infiltrado inflamatorio y la fibrosis [96, 97]. Además, se 

demostró que simvastatina cambia el fenotipo de M1 a M2 en macrófagos inducidos 

por LPS [98]. Por otro lado, se observó que atorvastatina disminuye la activación de 

ROCK en leucocitos y la aparición de la proteína C reactiva en pacientes con 

aterosclerosis [99], y que el tratamiento con atorvastatina aumenta la población de 

macrófagos M2 y las citoquinas antiinflamatorias tanto en pacientes con 

aterosclerosis como en macrófagos en cultivo [100]. 

La atorvastatina es una estatina ampliamente usada en Chile, por su bajo costo y 

alta eficacia [101]. Es un fármaco sintético y lipofílico, lo que presenta un beneficio 

al trabajar in vitro ya que atraviesa fácilmente la membrana plasmática para ejercer 

su efecto [102]. Además, no es un profármaco, por lo que es activa sin necesidad 

de ser metabolizada. Asimismo, es un fármaco bien tolerado por los pacientes, con 

un amplio rango de dosis y baja prevalencia de efectos adversos.  

Debido a estos antecedentes, y a los estudios anteriormente mencionado, en los 

estudios in vitro de este proyecto se utilizará atorvastatina, que es un fármaco 

aprobado por tanto por la FDA como por el Instituto de Salud Pública de Chile, y 

que podría estar disponible para el manejo coadyuvante de enfermedades 

desatendidas como el Chagas. 
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A pesar de todos los estudios relacionados con los efectos pleiotrópicos de las 

estatinas, existe muy poca bibliografía que relacione estos fármacos con la 

polarización de macrófagos, pues están principalmente enfocados en 

aterosclerosis. Por lo tanto, medir el efecto de la inhibición de ROCK mediada por 

atorvastatina sobre la polarización de macrófagos activados por T. cruzi es una 

propuesta nueva que podría incluir la inhibición de ROCK como un mecanismo 

farmacológico para disminuir la disfunción cardiaca presente en la CCC. 

 

Figura 7. Inhibición de Rho/ROCK por estatinas. La inhibición de HGM-CoA reductasa 

provoca una disminución de la síntesis de pirofosfato de geranilo, que se une a las proteínas 

G pequeñas como Rho para provocar su traslocación a la membrana, donde puede ejercer 

sus efectos. La activación de Rho es mediante GEFs, que son factores que inducen el 

cambio de GDP por GTP, y su inactivación es mediante GAPs, factores que activan la 

hidrólisis de GTP a GDP. Además, los GDI secuestran a Rho impidiendo su activación. A 

pesar de toda esta regulación, Rho sólo puede ser activada cuando se encuentra traslocada 

ROCK

ROCK
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a la membrana mediante geranilación. Es de este modo que las estatinas impiden la 

activación de Rho y de su efector ROCK. Extraído de Takemoto y cols. [95]. 
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HIPÓTESIS 

La inhibición de ROCK por atorvastatina promueve una polarización tipo M2 en 

macrófagos infectados con T. cruzi, lo que reduce la activación de células 

endoteliales. 

OBJETIVO GENERAL  

Determinar el efecto de atorvastatina sobre la actividad de ROCK, y su rol en la 

polarización de macrófagos humanos infectados con T. cruzi. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar la activación de ROCK por tripomastigotes de T. cruzi en macrófagos 

humanos. 

2. Identificar el rol de ROCK sobre la polarización de macrófagos humanos 

infectados con T. cruzi. 

3. Determinar la capacidad de atorvastatina de inhibir la activación de ROCK 

inducida por T. cruzi. 

4. Evaluar el efecto de atorvastatina sobre la polarización de macrófagos humanos 

infectados por T. cruzi. 

5. Identificar el rol de ROCK-1 y ROCK-2 en el efecto de atorvastatina sobre la 

polarización de macrófagos humanos infectados por T. cruzi. 

1. Sintetizar líneas celulares U937 con expresión estable de ROCK-1 y 

ROCK2 constitutivamente activas. 

2. Evaluar el efecto de atorvastatina sobre las células ROCK-1 y ROCK-2 

constitutivamente activas. 

6. Determinar el efecto de la polarización de macrófagos sobre la activación de 

células endoteliales vasculares cardiacas. 

7. Evaluar el efecto del tratamiento con simvastatina sobre la expresión de ROCK-

1, ROCK-2 y citoquinas en tejido cardiaco de ratones con CCC. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Cultivo celular 

Las células U937 de leucemia promielocitica humana fueron cultivadas en medio 

RPMI con 10% SFB. Para los experimentos, las células se diferenciaron a 

macrófagos por la incubación con PMA 10 ng/mL por 48 horas (Figura 8). Las 

células Vero fueron cultivadas en medio RPMI 5% SBF y usadas para amplificar los 

tripomastigotes de la cepa Dm28 de T. cruzi. Las células HEK293T fueron cultivadas 

en DMEM 10% SBF y usadas para la producción de lentivirus. Las células HMVEC-

C (Lonza) fueron cultivadas en medio EGMTM-2MV (Lonza). Todos los cultivos 

celulares fueron mantenidos a 37°C, 5% CO2, y suplementados con penicilina (100 

U/mL) y estreptomicina (100 µg/mL). 

 

Figura 8. Diferenciación de monocitos U937 a macrófagos con PMA. (A) El cultivo de 

monocitos U937 fue incubado con 19 ng/mL por 48 h, luego se lavó el medio y se dejó con 

medio fresco por otras 48 h. (B) Fotografías del cultivo con y sin PMA. (C) Cuantificación 

de niveles de ARNm de CD14, marcador de diferenciación a macrófagos. 
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2. Infección con Trypanosoma cruzi 

Para amplificar los parásitos, las células Vero fueron infectadas con tripomastigotes 

al MOI 5:1. Luego de 5 días los parásitos fueron extraídos desde el medio de cultivo, 

centrifugados a 3.500 rpm, y contados para infectar las células U937 usando un 

multiplicador de infección (Multiplicity of Infection, MOI) 1:1 según corresponda el 

experimento. 

3. Tratamientos 

Las células fueron tratadas con atorvastatina 0.1, 1 y 10 µM (Sigma-Aldrich) por 24 

horas, el inhibidor de ROCK, Y-27632, 10 µM (cell signaling) por 1 hora, el inhibidor 

de TLR4, TAK-242 ,10 µM (cell signaling) o el inhibidor de la localización nuclear de 

P65, JSH-23, (30 µM) (Sigma-Aldrich) durante 1 hora antes de la incubación con T. 

cruzi en cada experimento. 

4. Adhesión de células endoteliales 

Los medios condicionados de macrófagos tratados con atorvastatina e infectados 

con T. cruzi fueron incubados con células HMVEC-C por 6 horas para la evaluación 

de moléculas de adhesión por RT-qPCR, o por 24 horas para evaluar la adhesión a 

monocitos. Luego de las 24 horas, el medio condicionado fue lavado y las células 

endoteliales fueron co-cultivadas con monocitos U937-GFP por 2 horas. Luego de 

las 2 horas de co-cultivo, se lavó 3 veces con PBS, se evaluó la adhesión mediante 

microscopía epifluorescente, y mediante fluorimetría en un equipo varioscan. 

5. Modelo animal 

El modelo animal de CCC fue publicado previamente [103], y autorizado por el 

Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (protocolo 

CBA a0937 FMUCH). En resumen, se infectaron ratones BALB/c con 103 

trypomastigotes Dm28 de T. cruzi por vía intraperitoneal. Luego de 60 días pos-

infección (fase crónica), los ratones fueron tratados con simvastatina 1 mg/Kg al día 
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o vehículo (0,5% carboximetilcelulosa; CMC) al día, por 20 días. Al día 80 post-

infección, los ratones fueron sujetos a eutanasia con ketamina 100 mg/Kg y xilazina 

10 mg/Kg para la extracción de los corazones de los animales. Los análisis en tejido 

cardiaco fueron realizados mediante RT-qPCR. 

6. Inmunohistoquímica de tejido cardiaco 

Luego de la eutanasia, los corazones de los animales fueron extraídos y fijados en 

formaldehído al 4% (pH 7.3) por 12 h, deshidratados en alcohol, clarificados en 

xileno, y embebidos en parafina para ser seccionados con un grosor de 5 μm. Los 

niveles de p-MYPT1 fueron evaluados usando la técnica de inmunoperoxidasa, 

mediante el anticuerpo primario anti-p-MYPT1 (T696) (Cell Signaling, USA #5163). 

La tinción fue realizada mediante el kit de peroxidasa y diaminobencidina (DAB) 

(Vector Laboratories, USA). Los tejidos fueron también teñidos con hematoxilina. 

Las imágenes fueron obtenidas mediante el microscopio de epifluorescencia Nikon 

Eclipse 400 (Nikon, Japan) y analizadas mediante el software ImageJ. 

7. Western Blot 

Los extractos proteicos fueron cuantificados mediante el método de Bradford y 

sometidos a electroforesis en gel de acrilamida/bisacrilamida (A/BA) al 10%. La 

electroforesis se realizó a 100 Volts y la transferencia sobre membranas de 

nitrocelulosa a 350 mA por 90 minutos. Las membranas fueron bloqueadas con 

leche libre de grasa al 5% en TBS-Tween (0,1%) e incubadas con los 

correspondientes anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C, y anticuerpos 

secundarios conjugados con HRP (peroxidasa de rabanito) durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Los anticuerpos usados están especificados en la Tabla 1. 

Para la detección de la actividad enzimática peroxidasa se utilizó el método quimio 

luminiscente de ECL. 

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en Western Blot. 
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8. RT-qPCR 

Las células U937 y el tejido cardiaco fueron lisados con TRIzol® (Invitrogen®, USA) 

según las indicaciones del fabricante. La transcripción inversa se realizó con 

transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen®) según las instrucciones del fabricante. 

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo con SYBR® Green PCR Master Mix 

(Bioline®) usando los partidores especificados en la Tabla 2. La expresión génica 

relativa se analizó utilizando el método 2-∆∆Ct, usando GAPDH como gen 

constitutivo. 

Tabla 2. Partidores utilizados para qPCR 

Anticuerpo Isotipo Marca y Catálogo Dilución 

Anti-ROCK-1 Rabbit Cell Signaling #4035 1:1000 

Anti-ROCK-1 Rabbit Abcam #156284 1:1000 

Anti-ROCK-2 Rabbit Cell Signaling #9029 1:1000 

Anti-MYPT Rabbit Cell Signaling #2643 1:1000 

Anti-pMTPT 

Anti-P65 

Anti-pP65 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Cell Signaling #5163 

Cell Signaling #8242 

Cell Signaling #3033 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

Anti-GAPDH Rabbit Cell Signaling #2118 1:5000 

Anti-α-tubulina 

Anti-β-Actina 

Mouse 

Mouse 

Sigma #4500087 

Cell Signaling #8457 

1:5000 

1:20000 

Anti-GFP Mouse Santa Cruz #8334 1:1000 

Anti-HA Rabbit Santa Cruz #805 1:1000 

Anti-Mouse  Santa Cruz #516102 1:5000 

Anti-Rabbit  Santa Cruz #2357 1:5000 

Gen Especie Partidor Forward (5’→3’) Partidor Reverse (5’→3’) 

IFN-γ Humano CTGTTACTGCCAGGACCCAT TTTCTGTCACTCTCCTCTTTCCA 

TNF-α Humano TCCCCAGGGACCTCTCTCTA GAGGGTTTGCTACAACATGGG 

IL-6 Humano CTCAATATTAGAGTCTCAACCCCCA GAGAAGGCAACTGGACCGAA 

IL-1β Humano TTCGAGGCACAAGGCACAA TGGCTGCTTCAGACACTTGAG 
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9. Extracción de ADN plasmidial 

La cepa competente de Escherichia coli (E. coli) DH5α fue cultivada en medio Luria 

Broth (5 o 200 mL) toda la noche en agitación a 37°C. Las células fueron 

centrifugadas a 7000 x g y la extracción de ADN plasmidial se realizó mediante el 

kit QIAprep® Spin Miniprep (para 5 mL de cultivo) o el kit EndoFree® Plasmid Maxi 

Kit (para 200 mL de cultivo) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN 

plasmidial fue eluido en agua libre de nucleasa, y la concentración fue determinada 

usando un espectrofotómetro NanoDrop™. 

10. PCR para subclonamiento 

Para el subclonamiento de ROCK-1 (1-420) y ROCK-2 (1-436) desde los plasmidios 

pCAG y pXJ40, respectivamente, los sitios de restricción fueron agregados a los 

genes mediante los partidores de la Tabla 3. Para ROCK-1 fue utilizado el kit 

illustra™ puRETaq Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare). Se usaron 25 

IL-10 Humano CGAGATGCCTTCAGCAGAGT GGCAACCCAGGTAACCCTTA 

IL-4 Humano CATCTTTGCTGCCTCCAAGAACA GTTCCTGTCGAGCCGTTTCA 

TGF-β Humano CCGTGGAGGGGAAATTGAGG TGAACCCGTTGATGTCCACTT 

Arg-1 Humano ACTTAAAGAACAAGAGTGTGATGTG CACCAGGCTGATTCTTCCGT 

ROCK1 Humano TGAAAGCCGCACTGATGGAT GCCATGAGAAAACACATTGCAG 

ROCK2 Humano TGGGATAACATAAGAGAAACGGC TGTCATCGAAATTGCTGCTGT 

ICAM1 Humano TTCCTCACCGTGTACTGGACT GGGTAAGGTTCTTGCCCACT 

VCAM1 Humano GGACCACATCTACGCTGACA TTGACTGTGATCGGCTTCCC 

PECAM1 Humano GGTCAAAGGATCAGACGACCT GGTGGTGGCAAGGGACTAAG 

MCP1 Humano TCCCAAAGAAGCTGTGATCTTCA TTTGCTTGTCCAGGTGGTCC 

GAPDH Humano AAAGCCTGCCGGTGACTAAC CCCAATACGACCAAATCAGAGAATA 

ROCK1 Ratón CTTTCCTGCAAGCTTTTATCCA AACGCTCCGAGACACTGTAG 

ROCK2 Ratón CTCATCCGAGACCCTCGCTC ATGCCTTATGACGAACCAACTGA 

IFN-γ Ratón ACCTGTGGGTTGTTGACCTC GAGGAACTGGCAAAAGGATGG 

TNF-α Ratón ATAGCAAATCGGCTGACGGT CCCTCACACTCACAAACCAC 

IL-10 Ratón GGGGAGAAATCGATGACAGC GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 

IL-4 Ratón CTGTGGTGTTCTTCGTTGCTG CCATATCCACGGATGCGACA 

GAPDH Ratón CTAGGACTGGATAAGCAGGGC GCCAAATCCGTTCACACCGA 
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pmoles de cada partidor y 50 pg de DNA templado (pCAG-ROCK-1). Los ciclos del 

PCR están especificados en la Tabla 4. Para ROCK-2 fue utilizada la Phusion® 

High-Fidelity DNA Polymerase. El mix de PCR se realizó según la Tabla 5, y los 

ciclos de PCR están descritos en la Tabla 6. 

Tabla 3. Partidores utilizados para subclonamiento de ROCK-1 y ROCK-2 

Partidor Secuencia (5’→3’) 

KpnI-ROCK-1(1-420) For TTATGGTACCTAATGTCGACTGGGGACAGT 

KpnI-ROCK-1(1-420) Rev TTAAGGTACCGCTCATGCATTGGAGCTAGTTC 

XhoI-HA-ROCK-2(1-436) 

For 

AATACTCGAGAATATGTACCCATACGACG 

KpnI-ROCK-2(1-436) Rev ATTAGGTACCAATTCAAATCTCCTGACTTTCTTC 

 

Tabla 4. Ciclos de PCR para subclonamiento de ROCK-1 

Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos 

Denaturación 

inicial 

95°C 5 minutos 1 

Denaturación 95°C 1 minuto  

Alineamiento 57°C 30 segundos 35 

Extensión 73°C 2 min, 32 seg  

Extensión final 73°C 5 minutos 1 

Mantención 4°C Hasta el 

almacenamiento 

1 

 

Tabla 5. Componentes del mix de PCR para ROCK-2 

Componente Volumen (µL) Concentración Final 

Agua libre de nucleasas 31.5  

Buffer HF 5X 10 1X 

dNTPs 10 mM 1 200 µM 

Forward 10 µM 2.5 0.5 µM 
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Reverse 10 µM 2.5 0.5 µM 

pXJ40-HA-ROCK-2 (3 ng/uL) 2 0.12 ng/µL 

ADN Polimerasa 0.5 1 Unidad 

 

Tabla 6. Ciclos de PCR para subclonamiento de ROCK-2 

Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos 

Denaturación  98°C 3 minutos 1 

Denaturación 98°C 10 segundos  

Alineamiento 55°C 30 segundos 35 

Extensión 72°C 40 segundos  

Extensión final 73°C 5 minutos 1 

Mantención 4°C Hasta almacenamiento 1 

 

11. Digestión con Enzimas de Restricción 

Las enzimas de restricción KpnI y XhoI fueron usadas con el Buffer 1. El ADN 

plasmidial (5 µg) fue digerido incubándolo con 1 µL de cada enzima y 1 µL de Buffer 

1 durante 4 horas a 37°C. Luego, los productos de digestión y los controles no 

digeridos fueron analizadas en un gel de agarosa al 1%.  

12. Electroforesis en gel de agarosa 

El ADN fue analizado mediante separación por tamaño en geles de agarosa al 1% 

con Gelred. Las muestras fueron mezcladas con Buffer de carga 6X y cargadas en 

el gel. Para estimar el tamaño de los fragmentos de ADN, se cargaron 6 µL de 

Ladder. La electroforesis fue llevada a cabo a 50 V por 2 horas, y visualizada bajo 

luz ultravioleta. 
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13. Extracción de ADN desde gel de agarosa 

Los productos de PCR digeridos por enzimas de restricción fueron visualizados 

usando luz UV de baja intensidad (254 nm). Las bandas fueron cortadas usando un 

bisturí estéril. Los pedazos de gel fueron transferidos a tubos de 1.5 mL donde se 

pesaron. La extracción fue realizada con el QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN), 

siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADN fue eluido con agua libre de 

nucleasas. 

14. Ligación de ADN 

Los productos de PCR digeridos y extraídos desde el gel de agarosa y los 

plasmidios digeridos fueron ligados usando la enzima T4 DNA Ligase (MERCK), 

usando el buffer de ligación del fabricante a 16°C por 16 horas. 

15. Transformación de E. coli 

Se añadieron 10 µL del resultado de ligación a un tubo de 1.5 mL con 50 µL de 

bacterias E. coli DH5α competentes y se incubó en hielo por 30 min. Las bacterias 

fueron sometidas a estrés por calor a 42°C durante 20 segundos y puestas en hielo 

por 2 minutos. Se añadieron 950 µL de medio LB libre de antibiótico a cada tubo y 

se incubó a 37°C por 1 hora en agitación. Luego, 20 µL de cada tubo fueron 

plaqueados en placas LB agar con ampicilina, e incubadas a 37°C por 12 horas. 

16. Secuenciación 

La secuenciación del ADN plasmidial fue llevada a cabo en Eurofins, usando 

partidores cuyas secuencias se especifican en la Tabla 7. 

Tabla 7. Secuencia de partidores para secuenciación de plasmidios lentivirales 

creados 

Partidor Secuencia (5’→3’) 

GFP Forward GACCCCAACGAGAAGCG 
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ROCK-1 Forward middle GCTATGAAGCTTCTCAG 

ROCK-1 Forward end GAATGTGACTGGTGG 

ROCK-2 Forward middle GTCCGTGGGTGGTTC 

ROCK-2 Forward end GCTCCAGTGGTGCC 

 

17. Producción de Lentivirus y Transducción de células U937 

Los vectores portadores del gen de interés (pSEW, pSEW-ROCK-1(1-420) y pSEW-

ROCK-2(1-436)), el plasmidio gag-pol (pΔ8.91) y el plasmidio codificante de VSVG 

(pMDM2-G) fueron extraídos desde la cepa de E. coli DH5α como fue descrito 

previamente. Se transfectaron 4 µg de pSEW, 2 µg de pΔ8.91 y 1 µg de pMDM2.G 

usando 21 µL de polietilenimina (PEI, 1 μg/μL). Los plasmidios y el PEI fueron 

mezclados con 500 μL de OptiMEM e incubados por 15 minutos a temperature 

ambiente. La mezcla fue añadida a un frasco de cultivo de 25 cm2 con células 

HEK293T al 80% de confluencia con 2 mL de medio RPMI 10% SBF. Luego de 72 

horas, se extrajo el sobrenadante, se filtró con un filtro de 45 μm y se guardó -80°C 

hasta su uso. 2x104 células U937 fueron centrifugadas a 90 x g durante 5 minutos 

y resuspendidas en 200 μL de sobrenadante viral. Las células con virus fueron 

centrifugadas a 400 xg por 40 minutos. Luego de la centrifugación, las células y los 

virus fueron sembradas en una placa de 24 pocillos con 800 μL de medio RPMI 

suplementado. 72 horas después, se observaron las células transducidas por 

microscopía y citometría de flujo (GFP+). 

18. Análisis estadístico 

Los resultados están expresados como el promedio de los datos ± desviación 

estándar (SD). Para analizar a normalidad de los datos, se realizó la prueba de 

Shapiro-Wilk. Los datos con distribución normal fueron analizados por ANOVA, 

seguido de un post-test según corresponda para comparar entre las distintas 

condiciones experimentales y con los respectivos controles. Los datos sin 

distribución normal fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, 



52 

 

seguida por la prueba de Dunn para realizar comparaciones múltiples. Los valores 

de p<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. Todos los análisis 

estadísticos se realizaron con el software Prism 9 (GraphPad Software). 
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RESULTADOS 

1. T. cruzi activa a ROCK en macrófagos humanos vía TLR4 

Para evaluar el efecto de la infección con T. cruzi sobre la actividad de ROCK, se 

infectaron células U937 con T. cruzi Dm28 a distintos tiempos, usando un MOI 1:1. 

La determinación de la actividad enzimática se realizó mediante Western Blot. La 

proteína fosfatasa de la cadena liviana de la miosina (MYPT) es fosforilada en la 

posición T696 por ROCK-1 y ROCK-2, por lo que es utilizada como marcador de 

activación de estas quinasas. El efecto de T. cruzi sobre la actividad de estas 

quinasas fue evaluado mediante la razón entre la MYPT fosforilada (p-MYPT) y la 

MYPT total. Además, se determinaron los niveles proteicos de ROCK-1 y ROCK-2 

para identificar si el efecto del parásito era sobre la activación y/o la expresión de 

ROCK. Se observó que a los 30 minutos de infección con T. cruzi existe un máximo 

de activación de ROCK, mientras que la expresión de ROCK-1 y ROCK-2 no varía 

significativamente en el tiempo ni en respuesta a la infección (Figura 9A). Esto nos 

indica que la infección con T. cruzi produce un cambio en la actividad enzimática de 

ROCK-1 y/o ROCK-2 en tiempos cortos, y no en su expresión, en esta ventana de 

tiempo. 

A pesar de que la fosforilación de MYPT en T696 es ampliamente utilizada como 

marcador de actividad enzimática de ROCK, esta fosforilación puede ser efectuada 

también por otras quinasas como PKA y PKG [104, 105]. Para comprobar que en 

este modelo de infección con T. cruzi es ROCK quien está fosforilando a MYPT, se 

midió la fosforilación en presencia del compuesto Y-27632, inhibidor de ROCK-1 y 

ROCK-2, el que se une al sitio de unión a ATP del dominio quinasa de ROCK-1 y 

ROCK-2 [106]. Y-27632 disminuyó significativamente la fosforilación de MYPT 

(Figura 9B). Esto nos permite concluir que la infección con T. cruzi produce un 

aumento en la actividad enzimática de ROCK en tiempos cortos. 

La activación de macrófagos inducida por T. cruzi ocurre principalmente a través de 

receptores tipo Toll (TLR) [107], de los cuales TLR4 está involucrado en la expresión 
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de citoquinas proinflamatorias inducida por el parásito [108]. Para determinar si 

TLR4 media la activación de ROCK inducida por T. cruzi, los macrófagos U937 

fueron incubados con el inhibidor de TLR4 TAK-242 por 1 hora, y luego infectados 

con T. cruzi por 30 minutos. La activación de ROCK fue determinada mediante 

western blot midiendo la razón entre MYPT fosforilado y total. TAK-242 disminuyó 

significativamente la activación de ROCK inducida por el parásito (Figura 9C). Este 

resultado indica que TLR4 es un receptor río arriba de la activación de ROCK 

inducida por T. cruzi. 
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Figura 9. Activación y expresión ROCK en macrófagos infectados con T. cruzi. (A) 

Las células U937 se incubaron con la cepa Dm28 de T. cruzi o control sin infección durante 

10 minutos, 30 minutos, 1 hora y 3 horas. Se muestra una imagen representativa del 

western blot de p-MYPT (marcador de activación ROCK-1 y ROCK-2), MYPT total, ROCK-

1, ROCK-2 y GAPDH (control de carga).  (B) Las células U937 se incubaron con el inhibidor 

de ROCK Y-27632 (10 µM) o vehículo (DMSO 0.1%) durante 1 hora y luego se infectaron 

con la cepa Dm28 de T. cruzi o control durante 30 minutos. Se muestra una imagen 

representativa y gráfico del western blot de p-MYPT, MYPT total y GAPDH (control de 

carga). (C) Las células U937 se incubaron con el inhibidor de TLR4 TAK-242 (10 µM) o 

vehículo (DMSO 0.1%) durante 1 hora y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi 
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o control durante 30 minutos. Se muestra una imagen representativa del Western Blot y 

gráfico de p-MYPT, MYPT total y GAPDH (control de carga). Los gráficos representan la 

densitometría de las bandas de Western Blot, y muestran la media ± SD (n = 3). *p<0.05 

**p<0,01 analizado por la prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn. 

2. ROCK media la activación del factor nuclear kappa B (NF-κB) 

inducida por T. cruzi 

NF-κB es un factor de transcripción clave en la expresión de mediadores 

proinflamatorios. Se ha demostrado que la activación de esta vía es vital para la 

síntesis de IL-1β y otros mediadores proinflamatorios inducidos por la infección con 

T. cruzi, por lo que estudiamos el rol de ROCK en la activación de NF-κB (P65). Las 

células U937 inducidas con PMA fueron tratadas con i) Y-27632, ii) el inhibidor de 

la traslocación nuclear de P65 (JSH-23, 30 µM), iii) el inhibidor de TRL4 (TAK-242, 

10 µM) o, iv) el vehículo (DMSO 0,1%) por 1 hora, y luego incubadas con T. cruzi 

por 30 minutos. La activación de NF-κB fue determinada por Western Blot midiendo 

la relación entre la proteína P65 fosforilada (pP65) y total, y la localización nuclear 

de P65 fue determinada mediante inmunofluorescencia. La infección con T. cruzi 

indujo la fosforilación y localización nuclear de P65, mientras que la inhibición de 

ROCK con Y-27632 previno la activación del factor de transcripción (Figura 10). 

Como se esperaba, la incubación con JSH-23 no redujo la fosforilación, pero si la 

localización nuclear de P65, y la inhibición de TLR4, conocido regulador río arriba 

de NF-κB, impidió ambas. Estos resultados sugieren que ROCK es un mediador 

importante de la activación de P65 inducida por T. cruzi. 
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Figura 10. La inhibición de ROCK impide la fosforilación y localización nuclear de P65 

en macrófagos infectados con T. cruzi. Las células U937 inducidas con PMA fueron 

tratadas con el inhibidor de ROCK (Y-27632, 10 µM), el inhibidor de la traslocación nuclear 

de P65 (JSH-23, 30 µM), el inhibidor de TRL4 (TAK-242, 10 µM) o el vehículo (DMSO 0,1%) 

por 1 hora, y luego infectadas con T. cruzi por 30 minutos. (A) La activación de NF-κB fue 

determinada por western blot midiendo la relación entre la proteína P65 fosforilada y total. 

(B) Imágenes representativas de la localización nuclear de P65 fue determinada mediante 

inmunofluorescencia usando microscopía de epifluorescencia para visualizar los cambios. 

Dapi fue utilizado para marcar el núcleo celular (azul). La cuantificación de la razón entre la 

fluorescencia nuclear y total fue realizada mediante ImageJ. Los gráficos muestran la media 

± SD de 3 experimentos independientes. *p<0.05 analizado por la prueba de Kruskal-Wallis 

y de Dunn. 

3. ROCK está implicado en la polarización de macrófagos inducida por 

T. cruzi  

Dado que se observó que la activación de ROCK por T. cruzi gatilla la activación de 

NF-κB, se prosiguió a evaluar el rol de esta activación sobre la expresión y secreción 
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de citoquinas en macrófagos humanos. Se evaluó la expresión de ARNm y la 

secreción de marcadores de macrófagos M1 (IL-6, IL-1β, TNF-α e IFN-γ) y M2 (IL-

10, IL-4, TGF-β y Arg-1) en células U937 tratadas con el inhibidor de ROCK, Y-

27632, o el vehículo (DMSO 0,1%) por 1 hora y a continuación incubadas con T. 

cruzi durante 30 minutos (tiempo de mayor activación de ROCK). El ARN fue 

extraído 6 horas post-infección para el RT-qPCR, y el sobrenadante fue extraído 24 

horas post-infección para las determinaciones multiplex. La infección con T. cruzi 

produjo un aumento de la síntesis de ARNm y de la liberación de todos los 

marcadores M1, lo que fue prevenido por la inhibición de ROCK (Figura 11A). Esto 

sugiere que ROCK tiene un rol importante en la síntesis de citoquinas 

proinflamatorias a tiempos cortos de infección con T. cruzi.  

Por otro lado, la infección con T. cruzi aumentó la expresión de los marcadores M2, 

mientras que Y-27632 produjo efectos variados (Figura 11B). La inhibición de 

ROCK produjo el aumento en la síntesis de ARNm de IL-10, TGF-β y Arg-1, mientras 

que indujo una disminución de la secreción de IL-10 e IL-4. Al haber una disminución 

en la secreción tanto de marcadores M1 como M2 en los macrófagos tratados con 

Y-27632, se evaluó la relación entre la secreción de IL-6 y TNF-α (M1) e IL-10 o IL-

4 (M2). La Figura 11C muestra que la relación IL-6/IL-10, TNF-α/IL-10, IL-6/IL-4, 

TNF-α/IL-4 aumenta con la infección con T. cruzi, y disminuye al inhibir ROCK con 

Y-27632. 
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Figura 11. La inhibición de ROCK produce un cambio en la síntesis de citoquinas en 

macrófagos infectados con T. cruzi. Los macrófagos U937 se incubaron con el inhibidor 

de ROCK Y-27632 o el vehículo (DMSO 0,1%) por 1 hora, y luego se infectaron con la cepa 

Dm28 de T. cruzi. Luego de 30 minutos de incubación con T. cruzi, los parásitos fueron 

retirados y las células se dejaron en medio fresco por 6 horas para extraer el ARN y realizar 
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RT-qPCR, o 24 horas para medir los niveles de citoquinas secretadas mediante LUMINEX. 

(A) Determinación de marcadores M1. (B) Determinación de marcadores M2. (C) Razón 

entre los niveles de citoquinas proinflamatorias e IL-10 o IL-4. La prueba de normalidad de 

Shapiro-Wilk comprobó que los datos tienen una distribución normal. Los gráficos muestran 

la media ± SD de 5 experimentos independientes. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 analizado 

por ANOVA de dos vías y post-test de Tukey. 

4. Atorvastatina inhibe la activación de ROCK inducida por T. cruzi 

Luego de identificar el rol de ROCK en la polarización de macrófagos infectados con 

T. cruzi, se prosiguió a evaluar la capacidad de atorvastatina para inhibir la 

activación de ROCK inducida por T. cruzi. Para esto, los macrófagos humanos U937 

fueron incubados con atorvastatina a distintas concentraciones (0,1 µM, 1 µM, 10 

µM) o con vehículo (DMSO 0.1%) durante 24 horas, y luego se infectaron con T. 

cruzi por 30 minutos. Se evaluó la activación (p-MYPT/MYPT total) y expresión de 

ROCK-1 y ROCK-2 mediante western blot. El IC50 de atorvastatina para la línea 

U937 fue de 102,5 ± 8,7 µM, y a todas las concentraciones usadas, la viabilidad fue 

de un 100%). Se observó que la activación de ROCK inducida por T. cruzi disminuye 

a medida que aumenta la concentración de atorvastatina (Figura 12A). A su vez, 

atorvastatina no modificó los niveles proteicos de ROCK-1 ni ROCK-2 (Figura 12B-

C). Por lo tanto, la atorvastatina fue capaz de inhibir la activación de ROCK inducida 

por T. cruzi de manera dosis-dependiente, sin afectar su expresión. 

Para determinar cambios en la expresión de ROCK a tiempos largos, los 

macrófagos U937 fueron tratados con atorvastatina (10 µM) o vehículo (DMSO 

0,1%) por 24 horas. Luego, se infectaron con T.  cruzi por 30 minutos. El ARN total 

fue extraído 24 horas post-infección con T. cruzi para el análisis por RT-qPCR. La 

incubación con el parásito aumentó los niveles de ARNm de ROCK-1 (Figura 12D). 

Aunque el ARNm de ROCK-2 mostró una tendencia a aumentar, ésta no fue 

estadísticamente significativa (p=0.09) (Figura 12E). Sin embargo, la atorvastatina 

disminuyó de manera significativa el ARNm de ROCK-1 y de ROCK-2 en los 

macrófagos infectados. Por lo tanto, atorvastatina puede prevenir los efectos de T. 
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cruzi, inhibiendo su actividad a tiempos cortos (30 min), y disminuyendo su 

expresión a tiempos largos (24 h). 

 

Figura 12. Atorvastatina disminuye la activación y expresión de ROCK en macrófagos 

infectados con T. cruzi. Las células U937 inducidas con PMA se trataron con DMSO 

(0,1%) o atorvastatina (0,1, 1, 10 µM) por 24 horas, y se infectaron con la cepa Dm28 de T. 

cruzi por 30 minutos. Luego, se extrajo las proteínas y se analizó por western blot la 
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activación de ROCK (A) y los niveles proteicos de ROCK-1 (B) y de ROCK-2 (C). Luego de 

24 horas postinfección, se extrajo el ARN total para determinar los niveles de ARNm de 

ROCK-1 (D) y de ROCK-2 (E). Los gráficos muestran la media ± SD de 3 experimentos 

independientes. *p<0.05 **p<0.01 analizado por la prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn. 

5. Atorvastatina induce un cambio en la polarización de macrófagos 

infectados con T. cruzi 

Luego de determinar que atorvastatina es capaz de inhibir a ROCK, estudió su 

efecto sobre la polarización de macrófagos. Los macrófagos U937 fueron incubados 

con atorvastatina 10 µM o DMSO 0,1% por 24 horas, y luego fueron infectados con 

T. cruzi durante 30 minutos. Luego de 6 horas postinfección, se extrajo el ARN para 

medir la expresión de marcadores M1 y M2 mediante RT-qPCR, y luego de 24 horas 

postinfección, se extrajo el sobrenadante para determinar la secreción de los 

marcadores mediante un ensayo Multiplex.  

Al igual que en la Figura 11, T. cruzi indujo un aumento de la expresión y secreción 

de todos los marcadores M1 y M2 (Figura 13). El tratamiento con atorvastatina 

disminuyó significativamente la expresión y secreción de todos los marcadores 

proinflamatorios (Figura 13A), mientras que no tuvo ningún efecto en los 

marcadores M2, a excepción de la expresión de arginasa-1 y TGF-β, en los que 

aumentó sus niveles de ARNm (Figura 13B). Al determinar la relación entre 

marcadores M1 y M2, se puede observar que T. cruzi induce una polarización tipo 

M1, mientras que atorvastatina cambia el balance hacia una M2 (Figura 13C). 

El efecto de atorvastatina observado sobre la expresión de marcadores M1 y M2 

coincide con el del inhibidor de ROCK Y-27632, lo que sugiere que ROCK tiene un 

rol importante en el efecto de atorvastatina; sin embargo, es necesario comprobar 

esta observación con la expresión de ROCK-1 y ROCK-2 constitutivamente activos 

en estas células.  
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Figura 13. Atorvastatina cambia la expresión de marcadores M1 y M2 en macrófagos 

infectados con T. cruzi. Los macrófagos U937 se incubaron con atorvastatina 10 µM o el 

vehículo (DMSO 0,1%) por 24 horas, y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi. 

Luego de 30 minutos de incubación con T. cruzi, los parásitos fueron retirados y las células 

se dejaron en medio fresco por 6 horas para extraer el ARN y realizar RT-qPCR, o 24 horas 

para medir los niveles de citoquinas secretadas mediante LUMINEX. (A) Determinación de 
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marcadores M1. (B) Determinación de marcadores M2. (C) Razón entre los niveles de 

citoquinas proinflamatorias e IL-10 o IL-4. La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk 

comprobó que los datos tienen una distribución normal. Los gráficos muestran la media ± 

SD de 5 experimentos independientes. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 analizado por ANOVA 

de dos vías y post-test de Tukey. 

6. Expresión constitutiva de ROCK-1 y ROCK-2 en macrófagos 

humanos 

Para conocer la relación entre la inhibición de ROCK y los cambios en la síntesis de 

citoquinas, se crearon células U937 con expresión estable de ROCK-1 o ROCK-2 

constitutivamente activos (CA). Para esto se usaron lentivirus, los que son 

generados por transfección de tres plasmidios en la línea celular HEK293T: 

(i) un plasmidio de expresión que contiene la secuencia de 

empaquetamiento psi (Ψ) y el transgen flanqueado por los LTRs para 

permitir la integración 

(ii) un plasmidio de empaquetamiento que codifica lo necesario para el core, 

la replicación viral (gag), la retrotranscripción (pol), la integracion al DNA 

(rev), los genes virales tat, y el elemento de respuesta a rev (RRE), y 

(iii) un plasmidio con el gen de envoltura VSV-G. 

En este trabajo se utilizó el plasmidio pSEW como plasmidio de expresión. pSEW 

fue sintetizado por Demaison y cols., quienes cambiaron el promotor CMV (que está 

silenciado en monocitos) del plasmidio pCEW por el promotor SFFV [109]. pSEW 

contiene el 5’ y 3’ LTR, el promotor SFFV, el gen de eGFP, el elemento regulatorio 

WPRE, y un gen de resistencia a ampicilina. Para el subclonamiento de genes de 

ROCK fueron usadas dos enzimas de restricción: XhoI y KpnI, las cuales fueron 

identificadas en pSEW por secuenciación mediante un partidor Forward 

complementario a eGFP (5’- GACCCCAACGAGAAGCG-3’), como se muestra en la 

Figura 14. 
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Figura 14. Esquema del plasmidio pSEW. En azul se muestran los LTR, en morado el 

promotor SFFV y el elemento WPRE, en verde el gen de eGFP, y en naranjo el gen de 

resistencia a ampicilina. La flecha roja muestra el partidor utilizado, y la línea roja 

segmentada muestra el resultado de la secuenciación. En rojo se muestra la ubicación de 

los sitios de restricción de XhoI y KpnI, que están separados por 17 pb. 

6.1. Subclonamiento de ROCK-1 y ROCK-2 constitutivamente activos en 

pSEW 

ROCK-1 y ROCK-2 son quinasas que se encuentran en su estado inactivo cuando 

el dominio de unión a Rho (RBD) está plegado sobre el dominio kinasa inhibiéndolo, 

y se activa cuando Rho-GTP se une a RBD, liberando el dominio quinasa (Figura 

15A). Debido a esto, para tener proteínas constitutivamente activas, se les truncó 

su C-terminal eliminando el RBD, quedando ROCK-1 1-420 y ROCK-2 1-436 

(Figura 15B). Estas formas constitutivamente activas de ROCK-1 y ROCK-2 han 

sido previamente descritas [110, 111]. 
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Figura 15. Esquema de ROCK-1 y ROCK-2.  (A) Esquema de activación de ROCK por 

unión de Rho-GTP al dominio de unión a Rho (RBD). (B) Esquema de estructura completa 

y truncada de ROCK-1 y ROCK-2. 

6.1.1.  ROCK-1 

El subclonamiento de ROCK-1 se llevó a cabo desde el plasmidio pCAG-ROCK-

1(1-420) al cual se le agregó sitios de restricción de KpnI antes del codón de inicio, 

y luego del nucleótido 1260 mediante PCR, como se observa en la Figura 16. La 

correcta amplificación de este gen se determinó mediante un gel de agarosa al 1%, 

el cual mostró una banda al tamaño correspondiente (Figura 17A). Tanto el 

producto de PCR como el plasmidio fueron digeridos con KpnI y ligados con T4 

ligasa. El producto de la ligación fue transformado en E. coli DH5α, para luego aislar 

colonias y extraer los plasmidios. La colonia con el inserto fue identificada mediante 

digestión con KpnI. De todas las colonias, solo una tuvo el inserto (Figura 17B). Esa 

colonia se secuenció y se corroboró que el plasmidio tuviera el inserto correcto en 

la ubicación correcta. 
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Figura 16. Esquema de subclonamiento de ROCK-1 desde pCAG hacia pSEW. Los 

sitios de restricción de KpnI (GGTACC) fueron agregados en el extremo 5’ de los partidores 

diseñados para amplificar ROCK-1 1-420. El producto de PCR y pSEW fueron digeridos 

con KpnI, ligados con T4 ligasa y transformados en E. coli DH5α. E. coli fue plaqueada para 

luego aislar las colonias y extraer los plasmidios.  
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Figura 17.  Geles de ROCK-1. (A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de 

amplificación del plasmidio pCAG-ROCK. Se puede ver el plasmidio pCAG-ROCK-1 antes 

del PCR (C) y luego del PCR (PCR). Se observan las múltiples bandas del plasmidio 

completo correspondiente a sus estados de superenrollamiento, y al lado y marcado en rojo 

la única banda del producto de PCR. (B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto 

de amplificación del plasmidio pCAG-ROCK extraído de las colonias transformadas. Los 

carriles C corresponden a los productos de amplificación de los plasmidios sin digerir, y los 

K son los mismos clones con los plasmidios digeridos con KpnI. Marcado con rojo está el 

único clon (número 2) que mostró dos bandas al ser digerido, lo que significa que ese 

plasmidio tiene ROCK-1 1-420 insertado en pSEW. 

6.1.2. ROCK-2 

El subclonamiento de ROCK-2 difiere del de ROCK-1 en dos aspectos: 

i) Para ROCK-2 se usaron 2 enzimas de restricción (XhoI y KpnI) para asegurar 

que quedara posicionado en la orientación correcta. 

ii) A ROCK-2 se le agregó un HA-tag para poder identificarlo por 

inmunoensayos. 

El gen de ROCK-2 se obtuvo del plasmidio pXJ40-HA-ROCK-2, el cual se amplificó 

por PCR con un partidor Forward complementario a HA y con la secuencia de 
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restricción para XhoI, y otro partidor Reverse complementario a ROCK-2 (hasta el 

nucleótido 1308) y con la secuencia de restricción para KpnI, como se esquematiza 

en la Figura 18. La Figura 19A muestra la única banda del producto de PCR que 

fue digerida con XhoI y KpnI al igual que pSEW. Estos dos productos de la digestión 

fueron ligados, transformados y aislados de la misma manera que ROCK-1. Las 

bandas de la Figura 19B demuestran que todas las colonias de ROCK-2 tenían el 

plasmidio pSEW con ROCK-2(1-436) integrado. 

 

Figura 18. Esquema de subclonamiento de ROCK-2 desde pXJ40-HA-ROCK-2 hacia 

pSEW. Los sitios de restricción de XhoI (CTCGAG) y KpnI (GGTACC) fueron agregados a 

los extremos 5’ y 3’ del gen de ROCK-2, respectivamente, mediante PCR. El producto de 

PCR y pSEW fueron digeridos con XhoI y KpnI, ligados con T4 ligasa y transformados en 

E. coli DH5α. E. coli fue plaqueada para luego aislar las colonias y extraer los plasmidios.  
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Figura 19. Geles de ROCK-2. (A) Electroforesis en gel de agarosa 1% del producto de 

amplificación del plasmidio pXJ40-HA-ROCK-2. Se puede observar la banda del plasmidio 

pXJ40-HA-ROCK-2 luego del PCR, correspondiente a ~1.7 kb. (B) Electroforesis en gel de 

agarosa al 1% del producto de amplificación de los plasmidios pXJ40-HA-ROCK-2 extraídos 

de las colonias transformadas. Los carriles C son los plasmidios sin digerir, y los D son los 

mismos clones con los plasmidios digeridos con XhoI y KpnI. La flecha roja muestra que 

todas las colonias extraídas poseen una banda a ~1.7 kb que corresponde al inserto. 

6.2. Expresión estable de ROCK-1 (1-420) y ROCK-2 (1-436) en células 

U937 

Luego de tener los plasmidios pSEW (control vector vacío), pSEW-ROCK-1(1-420) 

y pSEW-ROCK-2(1-436) secuenciados y confirmados, se prosiguió a expresarlos 

en las células U937. Para la expresión estable de estas proteínas se sintetizaron 

lentivirus mediante la transfección de células HEK293T con pSEW (plasmidio de 

expresión), pΔ8.91 (plasmidio de empaquetamiento) y pMD2.G (plasmidio VSV-G) 

para luego transducir las células U937 según lo detallado en materiales y métodos. 

Se evaluó la expresión de proteínas de las células control (sin transducir), pSEW 

(vector sólo con GFP, sin transgen), pSEW-ROCK-1(1-420) y pSEW-ROCK-2(1-

436) mediante western blot (Figura 20A). Tanto ROCK-1 como ROCK-2 endógeno 

(gen completo) se mantuvieron constantes en las 4 condiciones. ROCK-2(1-436) 

fue detectado mediante el anticuerpo anti-HA y ROCK-1(1-420) fue detectado 

mediante un anticuerpo anti-N-terminal de ROCK-1. No sólo se observa la expresión 

de ambas proteínas truncadas (40 kDa aprox.), sino también la figura muestra que 
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estas células tienen mayor expresión de pMYPT, lo que demuestra mayor activación 

de ROCK. Además, en el western blot se muestra la expresión de GFP de la misma 

manera que la imagen de microscopía (Figura 20B). 

Las células U937 expresando ROCK-1 y ROCK-2 constitutivamente activos (CA) 

demostraron no ser inhibidos por atorvastatina al ser infectados con T. cruzi (Figura 

20C). Además, la estabilidad de la expresión de GFP fue determinada mediante 

citometría de flujo, durante los pasajes utilizados en los experimentos. La población 

de células GFP+ fue mayor al 95% en todos los pasajes utilizados, comprobando 

que es una expresión estable (Figura 21). 

 

Figura 20. Confirmación de expresión de proteínas en células U937. (A) Inmuno Blot 

que muestra la expresión de ROCK-1, ROCK-2, su activación (p-MYPT/MYPT), formas 

truncadas de ROCK-1 (N-term) y ROCK-2 (HA), y GFP, y (B) Imágenes microscópicas de 

células U937 no transducidas (Control, C), o transducidas con pSEW, pSEW-ROCK-1(1-

420) (expresado como pSEW-R1), o pSEW-HA-ROCK-2(1-436) (expresado como pSEW-

HA-R2). (C) Los macrófagos U937 GFP, ROCK-1 CA y ROCK-2 CA fueron tratados con 
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atorvastatina 10 µM por 24 horas, y luego infectados con la cepa Dm28 de T. cruzi por 30 

minutos. La activación de ROCK fue determinada por Western Blot midiendo la razón entre 

pMYPT y MYPT total.  

 

Figura 21. Estabilidad de la transducción de células U937. Las células fueron 

recolectadas en sus pasajes 6, 7, 8 y 9, en los cuales se realizaron los experimentos, y se 

les determinó la expresión de GFP mediante citometría de flujo. El gráfico muestra el 

porcentaje de células GFP positivas de cada grupo celular cuantificados desde los 

histogramas. 
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7. La inhibición de ROCK cumple un rol importante en el efecto 

antiinflamatorio de atorvastatina inducido en macrófagos infectados 

con T. cruzi 

Luego de generar las líneas celulares con expresión estable de ROCK-1 y ROCK-2 

constitutivamente activos (CA), se midió la expresión y secreción de marcadores M1 

en células incubadas con atorvastatina de la misma forma anteriormente descrita. 

La Figura 22 muestra la expresión y secreción de los marcadores M1 en células 

GFP, ROCK-1 CA, y ROCK-2 CA. Se puede observar que atorvastatina disminuye 

los niveles de todas las citoquinas proinflamatorias, en las células GFP control, pero 

que este efecto no se aprecia en las células con ROCK CA. 

Ni atorvastatina, ni la expresión constitutiva de ROCK cambió la síntesis de ARNm 

o la secreción de las citoquinas antiinflamatorias IL-10 e IL-4 frente a la infección 

con T. cruzi (Figura 23). Sin embargo, atorvastatina aumentó los niveles de ARNm 

de Arg-1 y TGF-β en células infectadas, lo que fue prevenido por la expresión 

constitutiva de ROCK-1 y ROCK-2. Finalmente, la expresión constitutiva de ROCK-

1 y ROCK-2 evita que atorvastatina modifique la relación entre citoquinas 

proinflamatorias e IL-10 o IL4 producida por la infección (Figura 24). 
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Figura 22. La inhibición en la expresión y secreción de marcadores M1 por 

atorvastatina es prevenido en células expresando ROCK-1 y ROCK-2 

constitutivamente activos. Los macrófagos U937 se incubaron con atorvastatina 10 µM o 

vehículo (DMSO 0,1%) por 24 horas, y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi. 

Luego de 30 minutos de infección, los parásitos fueron retirados y las células se dejaron 

con medio fresco por 6 horas para extraer el ARN y realizar RT-qPCR (“expression”), o 24 

horas para medir los niveles de citoquinas secretadas mediante LUMINEX (“secretion”). La 

prueba de normalidad de Shapiro-Wilk comprobó que los datos tienen una distribución 

normal. Los gráficos muestran la media ± SD de 5 experimentos independientes. *p<0.05 

**p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001 ns=p>0.05 analizado por ANOVA de dos vías y post-test 

de Tukey. 
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Figura 23. Atorvastatina modula la expresión, pero no la secreción de marcadores 

M2. Los macrófagos U937 se incubaron con atorvastatina 10 µM o vehículo (DMSO 0,1%) 

por 24 horas, y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi. Luego de 30 minutos de 

infección, los parásitos fueron retirados y las células se dejaron con medio fresco por 6 

horas para extraer el ARN y realizar RT-qPCR (“expression”), o 24 horas para medir los 

niveles de citoquinas secretadas mediante LUMINEX® (“secretion”). La prueba de 

normalidad de Shapiro-Wilk comprobó que los datos tienen una distribución normal. Los 

gráficos muestran la media ± SD de 5 experimentos independientes. *p<0.05 **p<0.01 

***p<0.001 analizado por ANOVA de dos vías y post-test de Tukey. 

IL
-1

0
IL

-4
A

rg
-1

TG
F-

β

DMSO Atorvastatin

0

500

1000

1500

2000

2500

IL
-1

0
 c

e
ll

 m
e

d
ia

c
o

n
c

e
n

tr
a

ti
o

n
 (

p
g

/m
L

)

✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

500

1000

1500

2000

2500
✱✱

DMSO Atorvastatin

0

500

1000

1500
✱

DMSO Atorvastatin

0

2

4

6

IL
-1

0
 m

R
N

A

(r
e

la
ti

v
e

 q
u

a
n

ti
fi

c
a
ti

o
n

) ✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3

4

5
✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3

4
✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

2

4

6

IL
-4

 c
e

ll
 m

e
d

ia

c
o

n
c

e
n

tr
a

ti
o

n
 (

p
g

/m
L

) ✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

2

4

6

✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

2

4

6

✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3

4

5

IL
-4

 m
R

N
A

(r
e

la
ti

v
e

 q
u

a
n

ti
fi

c
a
ti

o
n

)

✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3
✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3
✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3

4

A
rg

-1
 m

R
N

A

(r
e

la
ti

v
e

 q
u

a
n

ti
fi

c
a
ti

o
n

) ✱✱✱ ✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3

4

T
G

F
-β

 m
R

N
A

(r
e

la
ti

v
e

 q
u

a
n

ti
fi

c
a
ti

o
n

)

✱✱✱ ✱

DMSO Atorvastatin

0

2

4

6
✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3

4

5 ✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3

4

✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

1

2

3

4

5 ✱✱✱

ROCK-1GFP

Expression Secretion

ROCK-1GFP ROCK-2ROCK-2



76 

 

 

Figura 24. La expresión constitutiva de ROCK-1 y ROCK-2 previene efecto 

antiinflamatorio de atorvastatina en macrófagos incubados con T. cruzi. Los 

macrófagos U937 se incubaron con atorvastatina 10 µM o vehículo (DMSO 0,1%) por 24 

horas, y luego se infectaron con T. cruzi por 30 min. Luego de 24 horas se midieron los 

niveles de citoquinas secretadas mediante LUMINEX®. (A) Razón entre IL-6 y TNF-α e IL-

10. (B) Razón entre IL-6 y TNF-α e IL-4. La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk comprobó 

que los datos tienen una distribución normal. Los gráficos muestran la media ± SD de 5 

experimentos independientes. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 analizado por ANOVA de dos 

vías y post-test de Tukey. 

 

DMSO Atorvastatin

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

IL
-6

/I
L

-1
0

 r
a

ti
o

✱✱✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

T
N

F
-α

/I
L

-1
0

 r
a

ti
o

✱✱✱✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0.00

0.02

0.04

0.06

✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08
✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08
✱✱

IL
-6

/I
L
-1

0
T

N
F

-α
/I

L
-1

0

ROCK-1GFP ROCK-2

IL
-6

/I
L
-4

T
N

F
-α

/I
L
-4

ROCK-1GFP ROCK-2

DMSO Atorvastatin

0

20

40

60

IL
-6

/I
L

-4
 r

a
ti

o

✱✱✱✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

20

40

60

80

T
N

F
-α

/I
L

-4
 r

a
ti

o

✱✱✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

10

20

30

✱

DMSO Atorvastatin

0

10

20

30

40

50
✱✱

DMSO Atorvastatin

0

5

10

15

20
✱✱✱

DMSO Atorvastatin

0

10

20

30
✱

DMSO Y-27632

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

TNF-α

T
N

F
-α

/I
L

-1
0

 r
a

ti
o

✱✱✱✱✱✱✱✱

Control

T. cruzi

DMSO Y-27632

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

TNF-α

T
N

F
-α

/I
L

-1
0

 r
a

ti
o

✱✱✱✱✱✱✱✱

Control

T. cruzi

A

B



77 

 

Previamente se ha demostrado que las estatinas disminuyen la activación de NF-

κB en modelos de infección con T. cruzi [96]. Además, en este trabajo observamos 

que ROCK tiene un rol importante en la activación de este factor proinflamatorio 

inducido por T. cruzi. Debido a lo anterior es que estudiamos si la inhibición de 

ROCK está involucrada en el efecto de atorvastatina sobre NF-κB. Los macrófagos 

U937 GFP, ROCK-1 CA y ROCK-2 CA fueron tratados con atorvastatina 10 µM por 

24 horas, y luego infectados con T. cruzi por 30 minutos. La activación de NF-κB 

fue evaluada por western blot, determinando la razón entre P65 fosforilado (pP65) 

y el total. La Figura 25 muestra que atorvastatina previene la fosforilación de P65 

en las células U937-GFP, pero no en las ROCK-1 ni ROCK-2 CA. De este modo, se 

confirma el rol de ROCK en el efecto antiinflamatorio de atorvastatina. 

 

Figura 25. La expresión de ROCK constitutivamente activo previene el efecto 

antiinflamatorio de atorvastatina en macrófagos incubados con T. cruzi. Los 

macrófagos U937 (GFP, ROCK1-CA y ROCK2-CA) se incubaron con atorvastatina 10 µM 

o vehículo (DMSO 0,1%) por 24 horas, y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi 

por 30 minutos. La activación de NF-κB fue evaluada mediante Western Blot, midiendo la 

relación entre P65 fosforilada y la total (pP65/P65). Los gráficos muestran la media ± SD 

de 3 experimentos independientes. *p<0.05 analizado por la prueba de Kruskal-Wallis y de 

Dunn. 
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8. La secreción de citoquinas inducida por atorvastatina en macrófagos 

infectados con T. cruzi reduce la activación de células endoteliales 

microvasculares cardiacas humanas. 

La activación endotelial es un proceso importante en la patogénesis de la CCC, ya 

que induce el reclutamiento de leucocitos y subsecuente infiltración en tejido 

cardiaco. Luego de determinar que atorvastatina modifica la polarización de 

macrófagos infectados con T. cruzi mediante la inhibición de ROCK, nos 

preguntamos cuál era el efecto de este cambio de fenotipo sobre la activación de 

células endoteliales cardiacas. Para evaluarlo, se recolectó el medio condicionado 

de los macrófagos tratados con atorvastatina (10 µM) o DMSO (0,1%) e incubados 

con T. cruzi o medio de cultivo solo. El medio recolectado se cultivó con células 

HMVEC-C durante 6 horas para extraer RNA y medir la expresión moléculas de 

adhesión y quimioquinas de las células endoteliales por RT-qPCR, o durante 24 

horas para medir la adhesión de las células endoteliales a monocitos que expresan 

GFP. Además, luego de las 24 horas de cocultivo con el medio condicionado, este 

se extrajo y se cambió por medio nuevo, el cual se mantuvo por 24 horas para la 

medición de citoquinas endoteliales. 

El medio condicionado de los macrófagos infectados con T. cruzi (M1) indujo un 

aumento de los niveles de ARNm de las moléculas de adhesión ICAM-1, VCAM-1 y 

PECAM-1 (Figura 26A) y de la quimioquina MCP-1, también conocida como CCL2 

(Figura 26B). Además, indujo la adhesión a monocitos, medido por fluorimetría 

(Figura 26C) y microscopía (Figura 26D), en conjunto con el aumento de la 

expresión de esas cuatro citoquinas. Finalmente, indujo la secreción de GM-CSF, 

IL-1β, IL-6 y TNF-α (Figura 26E). Por otro lado, el medio condicionado de los 

macrófagos infectados con T. cruzi y tratados con atorvastatina indujo en menor 

grado la expresión de CAMs, la adhesión a monocitos y la secreción de citoquinas 

proinflamatorias, evidenciando un efecto reductor de la activación endotelial 

producto de los cambios en la polarización de macrófagos inducido por 

atorvastatina. 
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Figura 26. El medio condicionado de macrófagos tratados con atorvastatina e 

infectados con T. cruzi disminuye la activación de células endoteliales 

microvasculares cardiacas humanas. Los macrófagos U937 fueron tratados con 

atorvastatina (10 µM) o DMSO (0,1%) por 24 h, y luego infectados con T. cruzi por 30 min. 

24 horas postinfección se extrajo el medio de cultivo de cada condición y se incubó con 

células endoteliales HMVEC-C por 6 horas para medir el ARNm de moléculas de adhesión 

(A) y MCP-1 (B), o por 24 horas para medir la adhesión a monocitos por fluorimetría (C) y 
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microscopía (D), además de la secreción de citoquinas endoteliales mediante ensayo 

Multiplex (E). 

9. El tratamiento con simvastatina reduce la expresión y activación de 

ROCK y cambia el perfil de citoquinas en tejido cardiaco de ratones 

con CCC. 

Luego de demostrar que el tratamiento con atorvastatina previene la activación y 

expresión de ROCK inducido por T. cruzi en macrófagos in vitro, estudiamos qué 

ocurre con ROCK cuando se administra simvastatina en ratones con EC. Además, 

debido a que observamos un efecto antiinflamatorio de atorvastatina, evaluamos la 

expresión de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias en tejido cardiaco de 

ratones con CCC.  

Como se observa en la Figura 27A, los ratones BALB/c se infectaron con 103 

trypomastigotes Dm28 de T. cruzi por vía intraperitoneal. Al día 60 post-infección, y 

asegurándonos de estar en fase crónica [103], se administró simvastatina 1 

mg/Kg/día por 20 días. Al día 80 post-infección, se extrajo los corazones para 

extraer el ARN y determinar los niveles de ARNm de ROCK y citoquinas, y también 

para realizar análisis histológicos. La infección con T. cruzi indujo un aumento en la 

expresión de ROCK-1. ROCK-2 tuvo una tendencia a aumentar que no fue 

estadísticamente significativa (p=0.09); mientras que el tratamiento con 

simvastatina redujo la expresión de ambas isoformas de ROCK (Figura 27B). El 

análisis realizado mediante inmunohistoquímica reveló que los ratones infectados 

tienen una mayor cantidad de MYPT fosforilado (marcador de activación de ROCK) 

en tejido cardiaco, lo que disminuye con el tratamiento con simvastatina (Figura 

27C). Además, los ratones con CCC mostraron niveles altos de ARNm de citoquinas 

proinflamatorias (IFN-γ y TNF-α) y una disminución de la citoquina antiinflamatoria 

IL-10, mientras que el tratamiento con simvastatina disminuyó los niveles de 

citoquinas proinflamatorias y aumentó las antinflamatorias (IL-10 e IL-4) (Figura 

27D). 
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Para determinar la relación entre la expresión de ROCK-1 y ROCK-2 con la 

expresión de citoquinas, se realizó una correlación lineal entre los niveles de ARNm 

de estos, calculando el coeficiente de correlación de Pearson (r). Se observó que 

existe una correlación positiva entre los niveles de ROCK-1 e IFN-γ; r= 0.6488 y 

TNF-α; r= 0.5151. Por otro lado, la relación entre ROCK-1 con las citoquinas 

antiinflamatorias IL-10 e IL-4 corresponde a una correlación negativa, con valores 

de r= -0.6181 y r= -0.5624, respectivamente (Figura 27E). La única relación 

estadísticamente significativa para ROCK-2 fue la correlación negativa con IL-10; r= 

-0.6273. De este modo, se sugiere que simvastatina disminuye activación la 

expresión de ROCK y de citoquinas proinflamatorias, habiendo una relación positiva 

entre estas proteínas. 
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Figura 27. El tratamiento con simvastatina reduce la activación y expresión de ROCK 

y de citoquinas proinflamatorias en tejido cardiaco de ratones con CCC. Los ratones 

BALB/c fueron infectados con 103 trypomastigotes Dm28 de T. cruzi de forma 

intraperitoneal. Desde el día 60 post-infección, fueron tratados con simvastatina 1 mg/Kg o 

vehículo (CMC 0.5%) una vez al día, por 20 días. Al día 80 post-infección, los ratones fueron 

sometidos a eutanasia y sus corazones fueron recolectados, para extraer ARN total y 

realizar análisis mediante RT-qPCR. (A) Modelo experimental In vivo. (B) Niveles de ARNm 

de ROCK-1 y ROCK-2. (C) Inmunohistoquímica de p-MYPT en tejido cardiaco. El gráfico 

muestra el porcentaje de marca DAB+ respecto al área total de cada campo. (D) Niveles de 

mRNA de citoquinas. (E) Correlación lineal entre los niveles de ARNm de ROCK y 

citoquinas. *p<0.05 **p<0.01, analizado por el coeficiente de correlación de Pearson (r), 

(n=15 ratones). 
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DISCUSIÓN 

La CCC es la manifestación más frecuente y severa de la Enfermedad de Chagas. 

Se ha llegado al consenso de que la persistencia del parásito en el tejido es crucial 

para el desarrollo de la CCC, por lo que los tratamientos antiparasitarios (Bz/NFX) 

deberían prevenir las complicaciones cardiacas en estos pacientes. Sin embargo, 

los resultados del estudio BENEFIT sugieren que el Bz, a pesar de disminuir la carga 

parasitaria, no produce ningún beneficio cardiovascular en pacientes con CCC [39]. 

En la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas, se han estudiado distintos 

posibles blancos farmacológicos para encontrar estrategias farmacológicas que 

faciliten la respuesta del hospedero a la infección y mejoren la respuesta a los 

antiparasitarios.  ROCK-1 y ROCK-2 son serina/treonina quinasas involucradas en 

distintos procesos como proliferación, adhesión, migración y contracción celular 

[72], pero últimamente también se les ha atribuido un rol en procesos inflamatorios. 

En este trabajo se observó que la infección con T. cruzi rápidamente induce la 

activación de ROCK, y posteriormente aumenta su expresión en un cultivo de 

macrófagos. La actividad y expresión de ROCK se ha relacionado con diversas 

patologías cardiovasculares. Se ha observado que la expresión y actividad de 

ROCK está aumentada en leucocitos de ratas con hipertensión y que existe una 

correlación entre la actividad de ROCK en estos leucocitos y la hipertrofia y fibrosis 

cardiaca [112]. En humanos, la actividad de ROCK está incrementada en leucocitos 

de pacientes con hipertensión pulmonar, síndrome metabólico, síndrome coronario 

agudo, diabetes mellitus e insuficiencia cardiaca [113-116] e incluso se ha 

encontrado una relación inversa entre la activación de ROCK y la fracción de 

eyección en pacientes con insuficiencia cardiaca, por lo que se ha propuesto su 

detección como marcador para identificar pacientes de alto riesgo [115]. Todos 

estos antecedentes nos indican que la actividad de ROCK en leucocitos tiene una 

función en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares que podría estar 

también ocurriendo en pacientes con CCC, y por lo tanto su modulación 

farmacológica podría prevenir y aminorar su sintomatología. 
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Esta es la primera vez que se estudia la activación y expresión de ROCK en 

macrófagos infectados con T. cruzi, por lo que este es un resultado novedoso. 

Incluso, el único trabajo publicado hasta ahora que ha relacionado la EC con ROCK 

fue realizado en fibroblastos dérmicos (HFF), donde Mott y cols. encontraron que la 

infección con T. cruzi produce disminución en la actividad de ROCK respecto al 

control a las 24, 48 y 72 horas de infección [117]. Este resultado es distinto al 

obtenido en esta tesis, y esto probablemente se debe a que son distintos tipos 

celulares, distintas cepas de T. cruzi y a las diferencias en el tiempo en el que se 

midió la actividad de la enzima ya que en el trabajo con fibroblastos se determinó la 

actividad a tiempos más largos cuando es posible que la actividad de ROCK ya vaya 

en descenso. 

Al igual que en el cultivo de macrófagos U937, T. cruzi aumentó la activación y los 

niveles de ARNm de ROCK-1 en tejido cardiaco de ratones crónicamente 

infectados. El aumento en la expresión de ROCK en tejido cardiaco puede estar 

relacionado con la disminución en la función cardiaca observada en estos ratones, 

como consecuencia de la inflamación y fibrosis ocasionadas por el parásito [103]. 

El mismo aumento en la expresión de ROCK-1 se observó en condiciones no 

infecciosas, como en un modelo de isquemia-reperfusión [118]. Incluso, en un 

modelo murino se observó que la deleción total de ROCK-1 previene la fibrosis 

cardiaca inducida por la sobrecarga de presión [119], lo que sugiere que ROCK-1 

tiene un rol en el desarrollo de fibrosis cardiaca, la cual es una característica 

importante en la CCC. La relación entre la activación de ROCK determinada en este 

trabajo y el desarrollo de la CCC puede estar determinada por el rol de ROCK en la 

síntesis de citoquinas proinflamatorias, pero también con la función de ROCK en las 

distintas células que conforman el tejido cardiaco. Por ejemplo, la activación de 

ROCK induce la apoptosis e hipertrofia de cardiomiocitos [120], también la 

migración y proliferación de células de músculo liso vascular en modelos de 

hipertensión [121], la expresión de genes profibróticos en fibroblastos cardiacos 

[122] y la disminución de la síntesis de NO en células endoteliales [123]. Debido a 

que tanto la expresión como la activación de ROCK fue determinada en el corazón 
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completo, no es posible saber cuál de todas las células que conforman el tejido 

cardiaco presentan este aumento. 

El mecanismo por el cual el parásito modula a ROCK en macrófagos es 

desconocido, sin embargo, puede relacionarse con diversas vías de señalización. 

Se ha reportado que LPS activa la vía RhoA/ROCK mediante la unión a TLR4 [124], 

un receptor también activado por T. cruzi. Los resultados de esta tesis demuestran 

que la activación de ROCK inducida por el parásito es mediada, en parte, por TLR4. 

Además de TLR4, el parásito también activa a TLR2, induciendo la expresión de 

citoquinas proinflamatorias [125].  Aunque en este trabajo no se pudo demostrar, es 

posible que TLR2 también esté involucrado en la activación de ROCK inducido por 

T. cruzi, ya que se ha observado que la activación de TLR2 con ácido lipoteicoico 

induce la activación de RhoA/ROCK en macrófagos humanos, gatillando la 

expresión de IL-23, parte del repertorio Th17 [88].  

La activación de ROCK observada como consecuencia de la infección con T. cruzi 

ocurre a tiempos cortos, al igual que ocurre con la activación de NF-κB [96], que es 

un factor de transcripción importante en la expresión de mediadores 

proinflamatorios. En nuestro modelo, la inhibición de ROCK impidió la fosforilación 

y localización nuclear de P65, marcador de activación de NF-κB, de la misma 

manera que hizo el inhibidor de TLR4, TAK-242. Esto sugiere que la activación de 

TLR4 y de ROCK son procesos que ocurren río arriba de la activación de NF-κB, lo 

que es consistente con otros reportes [126-128]. Se ha observado que ROCK-1 es 

capaz de fosforilar directamente a IKKβ en la Ser-177 y Ser-181, produciendo la 

activación de NF-κB [129], por lo que este podría ser el mecanismo de regulación 

en nuestro modelo. 

Los procesos inflamatorios mediados por citoquinas son determinantes en la 

patogénesis y progresión de la CCC [130]. Los linfocitos y macrófagos de pacientes 

con CCC secretan mayores niveles de citoquinas proinflamatorias que los pacientes 

chagásicos crónicos asintomáticos [131], por lo que disminuir el ambiente 

proinflamatorio se posiciona como una estrategia farmacológica prometedora en la 
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CCC. Durante la fase aguda, la infección con T. cruzi gatilla una robusta respuesta 

proinflamatoria, importante para el control del parásito. Consecuentemente, 

nosotros observamos que la infección con T. cruzi aumentó la expresión y secreción 

de citoquinas proinflamatorias, coincidente con diversos estudios in vitro, en los que 

se ha identificado que la infección con T. cruzi aumenta los niveles de ARNm y 

proteína de IL-1β, IL-6 y TNF-α e IFN-γ producidos por macrófagos a tiempos cortos 

de infección [132, 133]. Este efecto sobre la expresión de citoquinas 

proinflamatorias también se ha observado en modelos animales y en pacientes con 

CCC [45, 134, 135]. En paralelo a la producción de citoquinas proinflamatorias, T. 

cruzi induce la síntesis de citoquinas regulatorias como IL-10 e IL-4 para prevenir 

los efectos dañinos asociados a la estimulación excesiva del sistema inmune, los 

que además están involucrados en procesos de evasión de la respuesta inmune 

[136, 137]. En el presente trabajo se determinó la expresión de ARNm y niveles 

proteicos de 4 marcadores M2 (IL-10, IL-4, Arg-1, TGF-β), de los cuales 3 (IL-10, 

Arg-1 y TGF-β) aumentaron sus niveles ante la infección con T. cruzi, lo que se 

condice con hallazgos in vitro [138] y en pacientes con EC crónica [139].  

Para estudiar el rol de ROCK en la síntesis de citoquinas, se utilizó el inhibidor Y-

27632. Las constantes de inhibición (Ki) de Y-27632 con ROCK-1 y ROCK-2 son 

0.22 y 0.3 μM respectivamente, mientras que para otras quinasas como PKN, PKA, 

PKC y MLCK es 3.1, 25, 73 y >250 μM respectivamente, lo que le confiere una alta 

especificidad [140]. Estas Ki fueron determinadas en ensayos de actividad 

enzimática in vitro, utilizando proteínas Myc-ROCK-1 y Myc-ROCK-2 recombinantes 

purificadas. Sin embargo, para estudios en cultivo celular, se demostró que Y-27632 

10 μM es capaz de inhibir el 100% de la actividad de ROCK [106], por lo que esa 

fue la concentración utilizada en esta tesis. 

Últimamente, el número de estudios que muestran la capacidad de ROCK de 

modular el sistema inmune ha ido en aumento. En esta tesis, la inhibición de ROCK 

por Y-27632 produjo una disminución de la expresión y secreción de los marcadores 

M1, un aumento en el ARNm de la mayoría de los marcadores M2 (IL-10, Arg-1, 
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TGF-β), y una disminución de su liberación al medio de cultivo. Este efecto 

antiinflamatorio de la inhibición de ROCK se ha observado en diversos modelos 

tanto in vitro como in vivo. Por ejemplo, He y cols. encontraron que la inhibición de 

ROCK disminuye la inflamación en un modelo de artritis reumatoide, suprimiendo la 

síntesis de TNF-α e IL-1β, pero no IL-10 [128]. Este mismo resultado se observó en 

PBMC inducidos con LPS [126] y en macrófagos de ratones administrados con LPS, 

en los que Y-27632 produjo una disminución en la expresión de TNF-α y un aumento 

de TGF-β, efecto acompañado de una mejora en el aclaramiento de células 

apoptóticas [141], y de un aumento en los marcadores M2 respecto a la infección.  

Se ha observado en cultivos de macrófagos, que la activación de NF-κB inducida 

por TLR-4 inhibe al Receptor Activado por el Proliferador de Peroxisomas Gamma 

(PPARγ) [142]. El rol de PPARγ en la polarización de macrófagos hacia M2 ha sido 

ampliamente estudiado en distintas líneas celulares [143]. En modelos murinos de 

CCC, se ha visto que los fármacos del grupo de las glitazonas, que son agonistas 

de PPARγ, aumentan la expresión de Arg-1, y disminuyen la de TNF-α e IL-6 [144], 

reduciendo la inflamación y fibrosis cardiaca. Además, se ha observado, en células 

endoteliales y de músculo liso vascular, que pioglitazona y rosiglitazona inhiben la 

expresión y activación de ROCK. A su vez, el inhibidor de ROCK, Y-27632, induce 

la activación de PPARγ, corroborando una regulación negativa entre ellos [145]. El 

aumento en los niveles de ARNm de IL-10 y Arg-1 producida por la inhibición de 

ROCK observada en este trabajo sugiere que ROCK regula de forma negativa a 

PPARγ; aunque no fue posible demostrar este hecho en este trabajo.  

Al cuantificar la concentración de las citoquinas liberadas al medio de cultivo, se 

pudo observar que la inhibición de ROCK disminuyó la secreción tanto de los 

marcadores M1 como los M2. La secreción de citoquinas puede ocurrir mediante 

una “exocitosis regulada”, en la cual la señalización ligando-receptor gatilla la 

liberación de vesículas preformadas, o mediante una “exocitosis constitutiva” la cual 

es dependiente de la transcripción de las citoquinas en el núcleo [146]. Sin embargo, 

los macrófagos no contienen vesículas precargadas con citoquinas, por lo que, en 
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estas células, las citoquinas deben ser sintetizadas y liberadas por la vía constitutiva 

[147, 148]. La vía de tráfico de vesículas está implicada en variados procesos 

celulares como motilidad y polaridad celular, en los que distintas Rho GTPasas 

están involucradas. Así, la expresión de RhoA constitutivamente activa aumenta la 

secreción vesicular en mastocitos, y su inhibición por RhoGDI inhibe esta actividad 

[149, 150]; sin embargo, no se ha estudiado el rol de ROCK en el proceso de 

exocitosis de citoquinas en macrófagos. Los resultados de este trabajo sugieren que 

ROCK podría estar implicado en la secreción de citoquinas tanto M1 como M2, pues 

la inhibición de esta quinasa disminuyó los niveles extracelulares de citoquinas en 

ambos fenotipos, lo que es consistente con los estudios respecto a vías de 

secreción de citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-α) y antiinflamatorias (IL-10), en 

las que se ha observado que tienen la misma vía de secreción [151]. No obstante, 

al analizar la relación entre citoquinas M1 y M2, se encontró que la inhibición de 

ROCK favorece una polarización M2.  

Aunque Y-27632 no distingue entre isoformas de ROCK, impidiendo saber cuál de 

ellas es la implicada en la polarización de macrófagos, es posible sugerir que tanto 

ROCK-1 como ROCK-2 participan en la polarización inducida por T. cruzi, pues se 

ha observado que el silenciamiento específico de ROCK-1 y ROCK-2 previene la 

producción de IL-1β en macrófagos [152].  

En la actualidad existen fármacos inhibidores de ROCK aprobados para ser usados 

en pacientes. En oftalmología, la inhibición de ROCK regula la presión intraocular, 

mientras que ripasudil (aprobado en Japón) y netarsudil (aprobado en EE.UU.), 

ambos inhibidores de ROCK, se utilizan en el tratamiento del glaucoma [153]. 

Además, fasudil está aprobado en Japón y China, pero no por la FDA, para el 

tratamiento de vasoespasmo cerebral. El uso de estos fármacos es aún acotado a 

ciertas enfermedades y en ciertos países, y aún falta tiempo para que su uso pueda 

ser aplicable a pacientes con EC. Es por esto, que es importante buscar un fármaco 

más ampliamente usado, con seguridad comprobada, que pueda inhibir a ROCK y 

proveer de una mejora en las características clínicas necesarias. 
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Las estatinas han sido estudiadas más allá de su rol como agentes hipolipemiantes. 

Estos fármacos inhiben la síntesis de isoprenoides importantes para la función de 

ROCK. Los resultados de este trabajo comprueban, por primera vez, que 

atorvastatina inhibe la vía ROCK inducida por T. cruzi. Esta acción de atorvastatina 

también se ha observado in vivo e in vitro en diversos modelos como la 

aterosclerosis [99, 154], hipertensión pulmonar [155] y administración de LPS en 

ratas [156]. El efecto antiinflamatorio de atorvastatina observado en esta tesis 

coincide mayormente con el del inhibidor de ROCK, Y-27632. Así, en presencia de 

T. cruzi, ambas moléculas disminuyeron los niveles de ARNm y secreción de 

citoquinas proinflamatorias. El uso de estatinas para la modulación de citoquinas es 

una estrategia previamente utilizada [157, 158], y su efecto antiinflamatorio en 

macrófagos ha sido investigado en diversas patologías, especialmente 

aterosclerosis, pero no en EC. Este efecto antiinflamatorio en macrófagos se puede 

explicar por su capacidad de inhibir la vía MyD88/NF-κB, lo que reduce la expresión 

de mediadores proinflamatorios [159]. Además, la inhibición de NF-κB inducida por 

estatinas está relacionada con una inducción en la autofagia vía Akt/mTORC1 [160, 

161], lo que limita la activación del inflamasoma NLRP3, y, en consecuencia, la 

liberación de citoquinas proinflamatorias [162]. También, se ha propuesto que el 

efecto antiinflamatorio de las estatinas se debe a la supresión de la vía de 

señalización TRIF/IRF3/IFN-β [163], lo que reduce la fosforilación de STAT1, 

disminuyendo la expresión de genes proinflamatorios en macrófagos. Tanto MyD88 

como TRIF son proteínas adaptadoras de TLRs, importantes en la respuesta 

inmune frente a T. cruzi [164]. TLR4 demostró estar río arriba de la activación de 

ROCK en nuestro modelo, y el efecto antiinflamatorio de atorvastatina se atenuó en 

los macrófagos que expresaron ROCK-1 y ROCK-2 CA, lo que comprueba el rol de 

ROCK-1 y ROCK-2 en el efecto de atorvastatina sobre la síntesis y liberación de 

citoquinas M1. Este efecto se debe a la importancia de ROCK en la activación del 

factor de transcripción NF-κB, ya que la inhibición de la fosforilación de P65 inducida 

por atorvastatina no se observó en las células expresando ROCK-1 y ROCK-2 CA. 

Todo esto sugiere que, en la infección con T. cruzi, atorvastatina ejerce un efecto 
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antiinflamatorio inhibiendo la vía TLR4/MyD88/ROCK/NF-κB en macrófagos, 

aunque el rol de MyD88 no fue evaluado. 

Es interesante destacar que, de los marcadores M2, la atorvastatina sólo incrementó 

los niveles de ARNm de Arg-1 y TGF-β en los macrófagos infectados con T. cruzi, 

efecto que también fue prevenido por la expresión constitutiva de ROCK-1 y ROCK-

2. Respecto a la secreción, no tuvo efecto sobre las citoquinas M2 in vitro, pero 

debido a su marcado efecto sobre las citoquinas proinflamatorias, la relación entre 

la secreción de citoquinas M1 y M2 sugiere favorecer el fenotipo M2. Es más, este 

mismo efecto se observó en modelos de macrófagos inducidos con LPS, donde 

simvastatina cambia el fenotipo de M1 a M2 [98]. Además, atorvastatina promueve 

una polarización M2 en monocitos humanos, a través de la activación de PPARγ 

[100]. Es de resaltar que este aumento de la polarización M2 se relaciona con una 

prevención de la CCC [65, 66, 165]. Interesantemente, este efecto de la 

atorvastatina fue revertido por la expresión constitutiva de ROCK-1 y ROCK-2, 

demostrando la importancia de ambas isoformas de ROCK en el efecto 

antiinflamatorio de este fármaco. Si bien anteriormente se ha relacionado a ROCK 

con los efectos pleiotrópicos de las estatinas, esta es primera vez que se comprueba 

el importante rol de ROCK-1 y ROCK-2 en la modulación inflamatoria de este grupo 

farmacológico. 

Al igual que atorvastatina, simvastatina ha demostrado inhibir la activación de la vía 

RhoA/ROCK [166]. De hecho, se han realizado estudios comparando la capacidad 

de inhibir ROCK de diversas estatinas [167], en los cuales se ha observado que 

tanto la lipofilia como la potencia de inhibición de HMG-CoA reductasa son factores 

determinantes en la capacidad de estas estatinas para inhibir ROCK en leucocitos 

[168]. En nuestro modelo murino de CCC, simvastatina disminuyó la expresión de 

ROCK-1 y ROCK-2 en tejido cardiaco, y la activación de ROCK. ROCK-1 demostró 

tener una relación lineal positiva con la expresión de citoquinas proinflamatorias, y 

una relación lineal negativa con la expresión de citoquinas antiinflamatorias, esto 

sugiere que ROCK podría también tener un rol en la inflamación in vivo. Este 
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resultado muestra el efecto de la estatina sobre el conjunto de células que 

conforman el tejido cardiaco, incluyendo cardiomiocitos, células endoteliales, 

fibroblastos, células de músculo liso vascular, y células del sistema inmune, 

incluyendo macrófagos, en los que se ha descrito que las estatinas tienen efectos 

antiinflamatorios [169, 170]. Anteriormente, describimos el efecto de estatinas en 

modelos murinos de CCC, donde observamos que simvastatina inhibe la activación 

de NF-κB, inflamación, fibrosis y mejora la función cardiaca [96, 97, 103]. Estos 

efectos se producen, en parte, por la producción de 15-epi-lipoxina A4, un 

eicosanoide con efectos antiinflamatorios y pro-resolutorios de la inflamación 

inducido por estatinas y aspirina. Además, el año 2011, Melo y cols. demostraron 

que simvastatina disminuye la inflamación cardiaca en perros infectados con T. 

cruzi. Esta mejora fue acompañada por una disminución en la concentración sérica 

y ARNm en tejido cardiaco de TNF-α e IFN-γ, pero no de IL-10 [171]. Por otro lado, 

existe el efecto de las estatinas sobre la polarización de macrófagos, que induce 

cambios en otros tipos celulares. Se ha observado una correlación directa entre la 

infiltración de macrófagos M1 e hipertrofia cardiaca en ratones tratados con 

angiotensina II [172, 173], y que las citoquinas M1 activan miofibroblastos, inducen 

su proliferación y promueven el reclutamiento de fibrocitos, induciendo la fibrosis 

[174]. Por otro lado, los macrófagos M2 liberan TGF-β y galactina-3, lo que 

promueve la reparación tisular [175]. Esta evidencia indica que las citoquinas tienen 

un efecto sobre el daño en el tejido cardiaco producido en la CCC. Adicionalmente, 

ROCK participa en la retracción de los urópodos, lo que permite la migración 

transendotelial de monocitos in vitro [80], así como también en el reclutamiento y 

migración de macrófagos in vivo [176]. En ese sentido, el efecto de las estatinas 

sobre ROCK es consistente con la disminución de la infiltración de macrófagos 

observada en tejido cardiaco de pacientes y modelos animales con CCC tratados 

con estatinas. 

La disfunción endotelial es uno de los mecanismos fisiopatológicos de la CCC. Los 

macrófagos y las CEs están directamente relacionados, y la secreción de 

mediadores de un tipo celular afecta al otro. Es por esto que quisimos estudiar el 
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efecto de la polarización de macrófagos sobre las CEs. Se ha determinado que los 

macrófagos M1 activan al endotelio, aumentando su adhesión [177, 178], pero no 

se ha estudiado el efecto que produce la activación de macrófagos sobre las CEs 

en la EC. En este trabajo, el medio condicionado de los macrófagos incubados con 

T. cruzi, polarizados hacia un fenotipo M1, aumentó la expresión de moléculas de 

adhesión celular (CAMs), y la secreción de citoquinas marcadoras de activación 

endotelial, junto con la adhesión de CEs a monocitos. De este modo, se comprueba 

que no es necesaria la interacción directa con el parásito para inducir cambios que 

puedan conllevar a complicaciones en la CCC. Se ha determinado que la expresión 

de citoquinas y quimioquinas como IL-1β, TNF-α, IL-6 y del factor estimulador de 

colonias 1 (CSF-1) en las CEs conllevan a alteraciones en su función [179]. La IL-

1β, producida principalmente por macrófagos, altera las propiedades 

antitrombóticas de las CEs, reduciendo la producción del factor activador de 

plasminógeno, lo que conlleva a la formación de trombos [180]. A su vez, la IL-1β 

induce la expresión de IL-6 en CEs y de factores estimuladores de granulocitos y 

macrófagos, como M-CSF y GM-CSF, lo que se puede ver reflejado en la alta 

población de monocitos en la microvasculatura, resultando en la secreción de 

citoquinas proinflamatorias [68]. Por lo tanto, el fenotipo de macrófagos inducido por 

T. cruzi tiene un rol importante en la activación endotelial observada en la EC, como 

se plantea en el modelo propuesto en la Figura 28A. Igualmente, la polarización 

hacia M2 inducida por atorvastatina mostró una disminución en la expresión de 

CAMs, adhesión a monocitos y secreción de citoquinas y quimioquinas relacionadas 

con activación endotelial en CEs. Las estatinas han demostrado mejorar 

directamente la función endotelial en células infectadas con T. cruzi [96], CEs 

estimuladas con citoquinas [181], así como también en otros modelos como 

hipercolesterolemia [182]. Sin embargo, este trabajo demostró que las estatinas no 

solo tienen un efecto directo sobre la inflamación y activación endotelial, sino que 

también la previenen indirectamente cambiando la polarización de los macrófagos 

(Figura 28B). 
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Distintas estatinas han sido probadas en estudios con pacientes con 

cardiomiopatías, debido a sus efectos pleiotrópicos. De estos estudios clínicos se 

ha obtenido distintos y contrapuestos resultados. Por ejemplo, en el estudio de Sola 

S y cols. se administró atorvastatina 20 mg/día o placebo a 108 pacientes con 

insuficiencia cardiaca (IC) no isquémica por 12 meses, y se observó que 

atorvastatina mejora la función cardiaca, y disminuye marcadores inflamatorios 

[183]. El mismo resultado obtuvo Node y cols, en un grupo de 63 pacientes con 

cardiomiopatía dilatada no isquémica, luego de 14 semanas de tratamiento con 

simvastatina 10 mg/día o placebo [184]. Por el contrario, el estudio GISSI-HF 

ingresó 7046 pacientes con IC crónica, a los cuales se les administró rosuvastatina 

10 mg/día o placebo, durante aproximadamente 4 años. Este estudio concluyó que 

el tratamiento con la estatina no afectó los resultados clínicos de estos pacientes 

[185]. Además, el estudio CORONA asignó aleatoriamente a 5011 pacientes con IC 

isquémica el tratamiento con rosuvastatina 10 mg/día o placebo, y observó que 

rosuvastatina no disminuye el número de muertes, aunque si el de hospitalizaciones 

cardiovasculares [186]. Es por esta divergencia de estudios que Gastelurrutia y cols, 

decidieron realizar un estudio prospectivo que incluyó 960 pacientes con IC con 

fracción de eyección ventricular izquierda (FEVI) preservada o reducida, los que 

fueron seguidos por 9 años. Este estudio observacional determinó que el 

tratamiento con estatinas se asocia con una menor mortalidad cardiovascular [187]. 

Los resultados contradictorios entre estos estudios pueden explicarse por la 

temporalidad de la terapia. Por esto se ha sugerido que, en las IC más leves, los 

eventos clínicos pueden modificarse con el tratamiento con estatinas, mientras que, 

en las IC avanzadas, la pérdida de la función del corazón no mejora con estos 

fármacos [187]. Al ser una enfermedad desatendida, no existen estudios clínicos 

que evalúen el efecto de las estatinas en pacientes con EC crónico.  Es por esto por 

lo que el estudio clínico ATOCHA (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04984616, en 

etapa de reclutamiento de pacientes) busca evaluar la seguridad de atorvastatina 

en combinación con la terapia antichagásica, y su eficacia en reducir la inflamación, 

y mejorar la función endotelial y función cardiaca en comparación con la terapia 

antichagásica por si sola, en pacientes con EC crónico, y CCC en etapa menor a II. 
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De este modo, el tratamiento con atorvastatina, en la fase crónica indeterminada, 

permitiría el remodelamiento inducido por la estatina en la CCC. 

Cada vez hay más estudios que sugieren un papel fundamental de ROCK en la 

patogenia de las enfermedades cardiovasculares. Se sabe que ROCK media en un 

gran número de funciones celulares y fisiológicas, y que la activación de ROCK en 

los leucocitos humanos se correlaciona con diversas enfermedades 

cardiovasculares, por lo que podría usarse como un biomarcador clínico para el 

diagnóstico y seguimiento de estos trastornos. Este estudio introduce esta vía de 

señalización como un blanco importante para estudiar mecanismos patogénicos y 

nuevas estrategias farmacológicas en la EC. De este modo, el desafío a futuro es 

entender el rol de ROCK-1 y ROCK-2 en la infección con T. cruzi, en modelos 

agudos y crónicos, en animales y pacientes. Por lo tanto, la inhibición de ROCK 

mediante los nuevos inhibidores o reposicionando fármacos ampliamente usados, 

como las estatinas, podría ser un objetivo terapéutico novedoso y prometedor para 

atenuar o prevenir el daño cardíaco en la CCC. 
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Figura 28. Resumen y modelo propuesto. (A) T. cruzi, mediante la activación de TLR4 

activa a ROCK, el que induce la fosforilación y activación de NF-κB en macrófagos 

humanos. La activación de ROCK gatilla un fenotipo tipo M1, secretando citoquinas que 

inducen la activación y adhesión endotelial. (B) Atorvastatina inhibe la activación y 

expresión de ROCK, lo cual es clave para el efecto antiinflamatorio de la estatina. El cambio 

en el fenotipo hacia uno M2 reduce la activación y adhesión endotelial. (C) El tratamiento 

con simvastatina en ratones con CCC disminuye los niveles de mRNA de ROCK, y 

disminuye el balance proinflamatorio en tejido cardiaco, lo que se podría relacionar con la 

mejora en la inflamación, fibrosis y función cardiaca observado en estos animales. 

A

B

C
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CONCLUSIONES 

A pesar de llevar más de cien años desde su descubrimiento, la EC sigue sin un 

tratamiento efectivo, especialmente para los pacientes con CCC. Debido a que la 

patogénesis de la CCC depende del perfil proinflamatorio inducido sistémicamente 

por la persistencia del parásito que conlleva a daño cardiaco, el uso de 

inmunomoduladores se ha convertido en un blanco racional para su tratamiento. 

En este trabajo se ha demostrado por primera vez el rol de ROCK en la EC. En 

efecto, el T. cruzi activa la vía de ROCK en macrófagos a través del TLR4, además 

de inducir la expresión de ROCK-1. Los resultados de esta tesis sugieren que ROCK 

regula el perfil de citoquinas a 2 niveles: 1) niveles de ARNm, y 2) secreción. Se 

observó que ROCK regula de forma positiva activación de NF-κB y la consecuente 

expresión de ARNm de los marcadores M1. Por otro lado, los resultados arrojaron 

un rol positivo de ROCK en la secreción de marcadores M1 y M2, lo que sugiere 

que ROCK participa en la exocitosis de estas citoquinas. 

Tanto Y-27632 como atorvastatina disminuyeron la relación entre la secreción de 

citoquinas M1 y M2, indicando un cambio de fenotipo hacia M2. Además, se 

demostró que la inhibición de ROCK por atorvastatina es un paso crucial en la 

inhibición de NF-κB y el cambio de fenotipo de macrófagos inducido por el fármaco. 

Este cambio en la polarización redujo la inflamación y adhesión de células 

endoteliales. Finalmente, se demostró que in vivo simvastatina disminuye la 

activación y expresión de ROCK-1 en tejido cardiaco de ratones con CCC, lo que 

se relaciona con el efecto antiinflamatorio del fármaco. 

Estos resultados sugieren que, en efecto, la inhibición de ROCK por estatinas 

promueve la polarización tipo M2 en macrófagos infectados con T. cruzi, lo que 

reduce la activación de células endoteliales.  Por consiguiente, el uso de inhibidores 

de ROCK, como las estatinas, podría ser una propuesta innovadora para prevenir 

el daño producido por citoquinas proinflamatorias en la CCC. 
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