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RESUMEN

La enfermedad de Chagas (EC) es una enfermedad causada por el protozoo
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). La fase cronica de la enfermedad se manifiesta
principalmente como enfermedad gastrointestinal o cardiomiopatia chagasica
cronica (CCC), que es la forma mas seria de la enfermedad. El tratamiento actual
de la enfermedad de Chagas es benznidazol, farmaco tripanocida que no disminuye
los sintomas de la CCC cuando es administrado en la fase cronica. Debido a esto,
se requiere una estrategia farmacoldgica que prevenga los efectos fisiopatoldgicos
producidos en la CCC. Estudios histolégicos de autopsias han revelado que los
pacientes con CCC presentan una gran infiltracion de macréfagos y consecuente
fibrosis. Ademas, se ha observado que los pacientes con EC crdnica asintomaticos
tienen niveles altos de citoquinas antiinflamatorias (M2), lo que les protege del dafio
tisular, mientras que los pacientes con CCC secretan mayormente citoquinas
proinflamatorias (M1), las que podrian ser las culpables de la miocarditis cronica.
Es mas, en ratones, el cambio de fenotipo hacia uno M2 esta relacionado con una
mejora en la funcion cardiaca. Ademas, las citoquinas M1 han demostrado ser
causantes de la activacion y disfuncion endotelial, que conlleva a la formacion de
focos isquémicos en el tejido cardiaco. Por lo tanto, cambiar el fenotipo de
macrofagos M1 proinflamatorios a M2 antiinflamatorios podria ser un mecanismo

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

Rho Kinasa (ROCK) es una serina/treonina quinasa activada por la proteina G
pequefia RhoA. ROCK tiene 2 isoformas; ROCK-1 y ROCK-2. Estas quinasas estan
implicadas en la polarizacion de macrofagos hacia M1, y su inhibicibn aumenta la
poblacién M2. Ademés, ROCK se ha relacionado con hipertrofia y fibrosis cardiaca
en ratones. Por esta razon, ROCK podria ser un blanco farmacologico para el
cambio de polarizacién de macrofagos en pacientes con CCC.

La atorvastatina inhibe a la enzima HMG-CoA reductasa, inhibiendo a su vez la
sintesis de isoprenoides importantes en la activaciéon de GTPasas pequefias como
RhoA. El tratamiento con atorvastatina reduce la activacion RhoA/ROCK en
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leucocitos y cambia la polarizacion de macrofagos de M1 a M2 en pacientes con
aterosclerosis. De esta manera, la inhibicidon de ROCK por estatinas podria cambiar

la polarizacién de macrofagos y reducir el dafio tisular producido en la CCC.

Por lo tanto, en este trabajo se propone que la inhibicion de ROCK por atorvastatina
promueve una polarizacion tipo M2 en macrofagos activados por T. cruzi, lo que

disminuye su adhesion a células endoteliales.

Para demostrar esta hipoétesis, se incubaron macrofagos U937 inducidos con PMA
con T. cruzi a distintos tiempos y se evalud activacion de ROCK por western blot.
Para dilucidar la via de sefializacion involucrada en la activacion de ROCK, se trato
con el inhibidor de TLR4, TAK-242, y ademas se evaluo la activacion de la via NF-
KB por western blot e inmunofluorescencia. El rol de la activacion de ROCK en la
sintesis de citoquinas M1y M2 se determin6 usando el inhibidor de ROCK, Y27632,
midiendo la expresion y secrecion de citoquinas mediante RT-qPCR y Multiplex,
respectivamente. Luego, se observo el efecto de atorvastatina sobre la activacion
de ROCK, y la polarizacion de macréfagos usando marcadores de cada fenotipo por
RT-gPCR y Multiplex. Para evaluar la relacion entre la inhibicion de ROCK-1 o
ROCK-2 por atorvastatina y su efecto sobre la polarizacion, se sobre-expresé
ROCK-1 y ROCK-2 constitutivamente activos (CA) en los macréfagos, previo a la
infeccion con T. cruzi y al tratamiento con atorvastatina. Finalmente, las citoquinas
secretadas por los macrofagos incubados con T. cruzi y atorvastatina se cultivaron
con células endoteliales microvasculares cardiacas (HMVEC-C) para determinar su
efecto en la activacion, mediante RT-gPCR de moléculas de adhesién, y sobre la
adhesion a monocitos humanos. Este efecto de las estatinas sobre la expresiéon de
ROCK y citoquinas M1 y M2 fue ademas determinado en tejido cardiaco de ratones
con CCC tratado con simvastatina.

Como resultado, se encontrd que T. cruzi activd a ROCK en macrofagos humanos
mediante la activacion de TLR4, lo que indujo la activacion de NF-kB. La inhibicién

de ROCK indujo una disminucion de expresion y secrecion de las citoquinas M1, un
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aumento de la expresion de los marcadores M2, y una disminucién de la secrecion
de los marcadores M2. La relacion M1/M2 (marcador de polarizacion) disminuy6 en
macrofagos tratados con Y27632. Por otro lado, atorvastatina inhibio la activacion
de ROCK inducida por T. cruzi, cambiando el fenotipo de macréfagos hacia M2, lo
que fue prevenido por la expresion de ROCK-1 y ROCK-2 CA. Ademas, el cambio
en el secretoma inducido por atorvastatina disminuyo la activacion y adhesion de
células endoteliales. Finalmente, los ratones con CCC aumentaron la expresion de
ROCK-1, y de citoquinas M1, y disminuyeron la expresion de citoquinas M2,
mientras que el tratamiento con simvastatina previno el efecto de CCC,
observandose una relacion positiva entre ROCK-1 y citoquinas M1, y una relaciéon

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-kB 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-gPCR and Multiplex,
respectively. Then, the effect of atorvastatin on ROCK activation and macrophage
polarization was observed using markers of each phenotype by RT-gPCR 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-kB
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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INTRODUCCION

1. Enfermedad de Chagas

En 1908, el director del Instituto Manguinhos de Rio de Janeiro, Oswaldo Cruz,
envio al médico de 29 afios Carlos Chagas a controlar un brote de malaria en Minas
Gerais que afectd a trabajadores ferroviarios que estaban construyendo un
ferrocarril desde Rio de Janeiro hacia la cuenca norte del Amazonas, tarea que
nunca se completdé. En ese entonces, Carlos Chagas conocié unos chinches
conocidos como "barbeiros” que mordian a los humanos en las noches mientras
dormian, desde donde detectd protozoos flagelados parecidos a Trypanosoma
minasense. El parasito fue nombrado Trypanosoma cruzi, en honor a Oswaldo Cruz.
Luego de algunos estudios en pacientes, en agosto de 1909, Carlos Chagas publico
un estudio completo del ciclo de vida del parésito, describiendo vectores,
mecanismos de transmisién y signos clinicos en humanos y animales [1], de la que
ha sido la primera y Unica 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 mas de 150 especies de insectos hematéfagos de la
subfamilia Triatominae, mas 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 pais [2], aunque en Chile, la transmision
vectorial ha estado interrumpida [3]. Ademas de la transmision por el vector, la
enfermedad de Chagas se puede transmitir de manera congénita, mediante
transfusion de sangre, trasplantes de érganos desde pacientes infectados, o a

través del consumo de alimentos contaminados con el parasito [4].

21



1.1.Epidemiologia de la EC

La transmision de T. cruzi ocurre predominantemente en areas rurales de paises
latinoamericanos. El afio 2015, la organizacion mundial de la Salud (OMS) publicé
una actualizacion de la informacion epidemioldgica de los 21 paises de américa
latina, donde se reportaron 6 millones de personas infectadas. Argentina y Brasil
son los paises 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 poblacién [5]. Las areas endémicas en Chile se extienden
entre la regidon de Arica y Parinacota y la regién del Libertador Bernardo O’Higgins
[6]. La Tripanosomiasis Americana afecta a alrededor de 6 millones de personas en
Latinoamérica y la Organizacion Mundial de la Salud la categorizé6 como una de las
13 enfermedades tropicales mas desatendidas del mundo [7].

La migracién de poblaciones infectadas ha provocado la aparicion de la enfermedad
en zonas donde no se encuentra el vector, como Estados Unidos, Canad4, algunos
paises europeos (Espafia, Suiza, Francia, Italia, entre otros), Australia y Japon [8].
En estas zonas no endémicas, la EC es poco conocida, lo que dificulta su correcta

prevencion, seguimiento y tratamiento.

1.2.Ciclo de vida de T. cruzi

El ciclo de vida del parésito tiene etapas de desarrollo tanto en el mamifero infectado
como en el vector (Figura 1). Cuando las vinchucas se alimentan de un mamifero
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
transmision a un nuevo mamifero ocurre cuando las fecas del vector se ponen en
contacto con heridas en la piel del huésped, donde el tripomastigote ingresa a la
circulacién sanguinea 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 sanguineo, donde pueden

infectar nuevas células [4].

1.3. Manifestaciones clinicas de la EC

La enfermedad de Chagas se presenta en dos fases: aguda y cronica. La fase
aguda dura de 4 a 8 semanas y se caracteriza por una alta parasitemia y la aparicion
de anticuerpos IgM anti-T. cruzi desde los 10 dias de infeccion. Sélo en el 10% de
los pacientes esta fase presenta sintomas como fiebre, escalofrios, o dolor
muscular, aparte de la inflamacién en el sitio de inoculacion, que genera el
denominado signo de Romafia o Chagoma. Sin embargo, dada la inespecificidad
de estos sintomas, la infeccién pasa desapercibida y la mayoria de los pacientes

evoluciona a la fase croénica [9].
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Stages in insect vector

Stagesliniverntebratelthost

Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. En la imagen se muestran las etapas del desarrollo
del parésito en el triatomino vector y en el humano infectado. Imagen obtenida de Teixeira

y cols. [10].

La fase crénica comienza a la semana 8, pero se manifiesta luego de 10 a 30 afios
y se caracteriza por serologia positiva y parasitemia negativa [11]. Se manifiesta
principalmente como cardiomiopatia, que es la forma mas letal, pero también se
puede manifestar como enfermedad gastrointestinal (megaeséfago, megacolon,
disfagia, constipacién) y en menor medida enfermedad neuroldgica (neuritis,

demencia o encefalopatia) [12] (Figura 2).
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Figura 2. Curso de la infeccidon con T. cruzi. La infeccién con T. cruzi puede ser (1)
vectorial, (2) por transfusion de sangre o trasplante de 6rganos, (3) oral, o (4) congénito. El
periodo de incubacion dura de 5-10 dias desde la infeccién. La fase aguda dura 4-8
semanas y se caracteriza por parasitemia positiva, y anticuerpos IgM anti-T cruzi, ademas
de provocar sintomas inespecificos. En la fase crénica la parasitemia es negativa y se
detectan anticuerpos IgG anti-T. cruzi. Luego de 10-30 afios de estar cronicamente
infectado se presentan manifestaciones cardiacas, digestivas o0 ambas. Imagen obtenida
de Lidani y cols. [13].

T. cruzi pertenece a una especie heterogénea con varias cepas que han sido
estudiadas por métodos bioldgicos, bioguimicos y moleculares. Las cepas de T.
cruzi se organizan en 7 unidades discretas de tipificacion (DTUs), denominadadas
Tcl al TcVI, y Tcbat. Los estudios de tipificacion de T. cruzi en tejidos de pacientes
con cardiomiopatia y/o enfermedad gastrointestinal han determinado que la cepa
del parasito es un factor determinante en la forma clinica de la enfermedad [14].
Estudios de genotipificacion han demostrado que pacientes infectados con el DTU
Tcl, al cual pertenece la cepa Dm28, entre muchas otras, tienen una mayor

prevalencia de generar alteraciones cardiacas [15].
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1.4.Diagnéstico de laEC

En Chile, existe busqueda activa de EC a toda mujer embarazada, recién nacidos
hijos de madre con EC, donantes de sangre, personas inmunosuprimidas y

personas con sintomatologia compatible [6].

El diagndstico de la EC depende de la etapa en que se encuentre la enfermedad.
La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la mas sensible en la
etapa aguda, e indica presencia de parasitos incluso antes que estos sean visibles
al microscopio [16]. Una vez que aumentan los niveles de parasitos, se pueden
detectar tripomastigotes sanguineos mediante microscopia (medicion de
parasitemia). En la fase aguda mas avanzada también es posible analizar niveles
séricos de anticuerpos IgM anti T. cruzi. Para confirmar la infeccion cronica es
necesario hacer 2 test serolégicos 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 inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA), inmunocromatografia (ICT), ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion

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

Los criterios de cura terapéutica pueden ser (1) paciente tratado en fase aguda con
parasitemia negativa, serologia IgG e IgM negativa, y sin sintomas a los 6 meses
de terminado el tratamiento, o (2) paciente crénico con parasitemia negativa que
presenta serologia negativa IgG en al menos un intervalo de 3 meses, y con

seguimiento por al menos 10 afios [18].

1.5. Tratamiento farmacoldgico de la EC

Actualmente el tratamiento farmacoldgico se basa en el uso de farmacos aceptados
hace mas de 50 afos: nifurtimox (NFX) y benznidazol (Bz), los cuales son los Unicos
farmacos con eficacia probada para la EC. NFX es un derivado de nitrofurano y Bz
es un nitroimidazol. Ambos, mediante la accion de nitrorreductasas, forman
metabolitos electrofilicos derivados del nitrdgeno que se unen a lipidos, proteinas,

y ADN del parasito, dafidandolo [19]. En Chile, ambos farmacos estan disponibles
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para el tratamiento de la EC en nifios 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 sintomas y la agresividad de la enfermedad con una tasa de cura
del 70% [20]. Sin embargo, este farmaco tiene importantes efectos adversos como
dermatitis, leucopenia, neuropatia periférica, anorexia, nauseas, vomito o insomnio,

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

Se ha estudiado nuevos farmacos tripanocidas, principalmente usando triazoles,
que actian como inhibidores de la sintesis de ergosterol del parasito. El estudio
clinico CHAGAZOL compar6 posaconazol con distintas dosis de Bz en pacientes
con gPCR positivo, y se observd que el primero no tiene un efecto sobre la carga
parasitaria mejor que Bz [22]. Adema&s, el estudio STOP-CHAGAS administrd
posaconazol con Bz en monoterapia, y en combinacién, y Bz en monoterapia mostré
mejor cura parasitolégica que posaconazol y que la combinacién de ambos [23]. Por
lo tanto, aun es necesario encontrar farmacos tripanocidas efectivos, mejor

tolerados y de bajo costo.

2. Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC)

Aunqgue las enfermedades gastrointestinales chagasicas se presentan en el 5-10%
de los pacientes, la CCC es la forma mas seria y comun de la enfermedad [24]. La
CCC esresponsable de la incapacidad de trabajar, baja calidad de vida y mortalidad
de los pacientes cronicos [25]. En Chile, el 73% de las defunciones por EC se debe
a la CCC [6]. Estos signos y sintomas clinicos producen un alto costo en el sistema
sanitario, econémico, social y familiar, lo que genera un problema de salud publica
de gran envergadura. La CCC tiene peor prondstico que otras cardiopatias como la
enfermedad cardiaca hipertensiva [26], la cardiopatia dilatada [27] y |la cardiopatia

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

La CCC tiene cuatro manifestaciones basicas: anormalidades en la conduccion
eléctrica, disfuncion en la contractiidad del miocardio, aneurismas Yy
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 subita [29]. Las anormalidades en
la contraccion de las paredes cardiacas provocan una disminucion en la funcion
ventricular. Las principales manifestaciones ecocardiograficas son las
anormalidades en el movimiento de las paredes (hipoquinesia, aquinesia o
disquinesia), insuficiencia de la valvula mitral y tricaspide, disfuncién sistélica
biventricular, cardiomiopatia dilatada, aneurismas y trombos [30, 31]. Los
aneurismas son principalmente localizados en la zona apical del ventriculo 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 disfuncidn sistélica ventricular son las
mayores causas de la formacién de trombos y accidentes cerebrovasculares en la
CCC [33]. La principal causa de muerte en pacientes con CCC es la muerte subita
(55-65%), seguida por insuficiencia cardiaca (25-30%) y embolismo cerebral o
pulmonar (10-15%) [11].

A nivel histopatolégico, la CCC se caracteriza por una minima parasitemia y
parasitismo cardiaco, un amplio infiltrado inflamatorio, edema intersticial y una
intensa fibrosis [34, 35]. A través de estudios histologicos 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 infiltracion inflamatoria compuesta de un 50%
de macroéfagos, 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
cardiomiopatias o de estudios que incluyeron un pequefio grupo de pacientes con
CCC, por lo que hay pocas terapias con recomendaciones sélidas para esta
enfermedad. Los farmacos utilizados para la CCC son principalmente -
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 cardiacas de la enfermedad de Chagas también pueden necesitar
procedimientos quirdrgicos invasivos como marcapasos, desfibrilador cardioversor
implantable o trasplante de corazon. El trasplante de corazon solo esta
contraindicado para pacientes con megaeséfego o megacolon. En el caso de
reactivacion de T. cruzi por tratamiento con inmunosupresores, el tratamiento

recomendado es Bz [38].

El afio 2015 fue publicado el estudio “Evaluacion de Benznidazol para interrumpir la
Tripanosomiasis” (BENEFIT), en el que se evalué la eficacia y seguridad del Bz para
reducir caracteristicas clinicas en pacientes con CCC [39]. A pesar de disminuir la
carga parasitaria, Bz no redujo significativamente la tasa de pacientes con una o
mas de estas manifestaciones: muerte, paro cardiorrespiratorio, insercion de
marcapasos o desfibrilador automatico implantable, taquicardia ventricular
sostenida, trasplante cardiaco, insuficiencia cardiaca, accidente cerebrovascular,
isquemia 0 un evento tromboembdlico pulmonar. Por lo tanto, es necesario
encontrar nuevas estrategias farmacolégicas que acompafien el efecto sobre la

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

2.3.Patogénesis de la CCC

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

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

respuesta inmune [40].

A pesar de que no se puede observar el parasito mediante técnicas histolégicas, los
métodos de PCR e inmunoensayos son capaces de identificar material genético y
antigenos de T. cruzi en pacientes con CCC [41, 42]. Ademas, se ha observado en
modelos animales que la carga parasitaria tisular se relaciona con la intensidad de
la inflamacién, y que los farmacos tripanocidas, al reducir la carga parasitaria,
atentan la miocarditis [43, 44]. Todo esto demuestra que existe un dafio provocado
por la persistencia del parasito en el organismo. Por otro lado, la exacerbacion del
ambiente proinflamatorio puede producir dafio a nivel tisular inducido por citoquinas
proinflamatorias, por lo que el estudio de la inmunidad en la CCC es indispensable

en la busqueda de nuevas terapias.

3. Inmunidad en la CCC

Durante la fase aguda de la infeccion se desencadena una respuesta inmune innata
que logra controlar al parasito, pero no eliminarlo (Figura 3). Los monocitos
activados a macréfagos y las células dendriticas promueven la endocitosis del
parasito, con la consiguiente expresion de citoquinas como IL-12 e IFN-y,
produciendo linfocitos T y B especificos contra T. cruzi, que migran hacia el sitio de
dafio en respuesta de quimioquinas [45]. Este infiltrado de células mononucleares
esta asociado a la muerte local de cardiomiocitos y fibrosis. La persistencia del
parasito hace que esta activacion del sistema inmune se mantenga por afos,

produciendo una inflamacion crénica que conlleva al desarrollo de CCC [11].

El mecanismo por el cual la respuesta inmune provoca CCC aun no esta
completamente esclarecido, sin embargo, existen antecedentes que relacionan el
tipo de citoquinas sintetizadas con las manifestaciones clinicas en los pacientes
[46]. La mayoria de los pacientes que entran a la fase cronica permanecen en la

forma indeterminada, que es asintomatica y presenta un perfecto equilibrio entre el
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parasito y el hospedero [47]. Esta fase indeterminada se ha asociado con una
predominante produccion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 e IL-17 [48].
Estos resultados son consistentes con los altos niveles de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a e IFN-y encontradas en pacientes con CCC [49],
donde existe un ambiente proinflamatorio que podria ser el responsable de la
miocarditis crénica. Por lo tanto, es posible que la produccion de citoquinas
antiinflamatorias en estadios tardios de infeccion sea necesario para mantener el

parasito bajo control y evitar el dafio tisular caracteristico de la CCC.
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Figura 3. Progresion de lainmunidad en la EC. Luego de la infeccion, los pacientes con
EC desarrollan parasitemia, acompafiada por una activacion del sistema inmune que intenta
eliminar al parasito, pero no lo logra, por lo que avanza a la fase crénica. La mayoria de los
pacientes cronicos presentan la forma indeterminada (asintoméatica), asociada con un bajo
indice inflamatorio. Aproximadamente el 30% de los pacientes cronicos progresan a la
forma cardiaca, asociada con un mayor estado proinflamatorio. Imagen extraida de

Machado y cols. [4].

3.1.Macrofagos

Las células fagociticas mononucleares se generan a partir de células madre

hematopoyéticas ubicadas en la médula 6sea. Los precursores de macrofagos son
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liberados a la sangre como monocitos, y se depositan principalmente en el bazo
donde se almacenan [50]. Cuando hay algun signo de dafio o patégeno, los
monocitos migran por la circulacion y se extravasan a través del endotelio, donde

se diferencian a macrofagos.

Se conocen 2 fenotipos de macrofagos: M1y M2 [51] (Figura 4). Los monocitos
clasicamente activados se diferencian a macrofagos M1 luego de la estimulacion
con moléculas de origen bacteriano como lipopolisacéaricos (LPS) y citoquinas
proinflamatorias como IFN-y. Los macréfagos M1 se caracterizan por producir
citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6, e IFN- y; ademés presentan
una capacidad fagocitica alta y producen especies reactivas de oxigeno (ROS) [52]).
Los macréfagos M1 tienen funciones inflamatorias, y su rol principal es el control de
patdégenos intracelulares [53]. Este tipo de macrofagos esta asociado a dafio tisular
cuando no es bien regulado.

Los monocitos alternativamente activados se diferencian a macréfagos M2 con
estimulos como TGF- o citoquinas antiinflamatorias como IL-4, IL-10 e IL-13 [54].
Estos macrofagos tienen funciones antiinflamatorias/inmunorreguladoras y estan
relacionados con la reparacion tisular [55]. El fenotipo M2 ademas se subdivide en
4 subtipos, M2a, M2b, M2c y M2d [56]. Los macrofagos M2a estan relacionados con
las reacciones alérgicas, fibrogénesis, reparacion tisular y proliferacion celular [57].
Los M2b actdan como inmunorreguladores, reclutando linfocitos TH2 y linfocitos T
reguladores (Tregs) [58]. El fenotipo M2c esta involucrado en la regeneracion tisular
y angiogénesis [54]. Los macréfagos M2d tienen como funcion la inhibicion de la

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

A pesar de que esta clasificacion parezca rigida, se ha demostrado que hay una alta
plasticidad en el fenotipo de los macrofagos, 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. Polarizacion de macrofagos. Diferentes estimulos, marcadores de superficie,
citoquinas secretadas y funciones de los macrofagos M1y M2. Imagen extraida de Yao Y,
y cols. [61].

3.2.Polarizacion de macréfagos en la CCC

Durante la fase aguda de la infecciobn con T. cruzi, los macréfagos inducen la
produccion de una cascada de citoquinas proinflamatorias y de éxido nitrico (NO)
gue contribuyen al control del parasito. Esta respuesta inflamatoria inicial conlleva
a una polarizacién tipo M1 [62]. A su vez, macréfagos y células NK sintetizan
citoquinas reguladoras para disminuir el dafio producido por una excesiva
estimulacién proinflamatoria [45], produciendo una polarizacion M2, lo que permite
la persistencia del parasito. Por lo tanto, en la etapa aguda hay un equilibrio entre

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

Se ha observado que tanto los macréfagos presentes en corazones con CCC, como
los expuestos in vitro a T. cruzi estan polarizados hacia el fenotipo M1 y que los
macrofagos de los pacientes indeterminados (asintomaticos) producen mas IL-10,
[63, 64]. El afio 2016, el grupo de Wan y cols. observo una correlacion directa entre

el aumento de la poblacion M2, la disminucion de citoquinas proinflamatorias y la
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disminucién de la disfuncién ventricular en ratones con Chagas cronico (dia 45-66
post-infeccion) [65]. Ademas, se ha observado que el uso de una vacuna de ADN y
proteinas (TcVac2) en ratones infectados con T. cruzi disminuye la inflamacion y
fibrosis en fase crénica [66], y que el suero de estos ratones inmunizados promueve
una polarizacibn M2 en macréfagos in vitro. Por lo tanto, la modificacién
farmacoldgica de la polarizacion de macréfagos M1 hacia M2 podria prevenir el

dafio tisular provocado en los pacientes con CCC.

3.3.Disfuncién endotelial en la CCC

Uno de los mecanismos fisiopatologicos involucrados en la CCC es la presencia de
anormalidades microvasculares e isquemia, inducido por una activacion y disfuncién
endotelial [67]. Las células endoteliales (CEs) son uno de los primeros blancos de
los parasitos. Estudios in vitro e in vivo indican que la infeccion del endotelio resulta
en la expresion de citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesion endotelial
(CAMSs), los que son componentes importantes en la respuesta inflamatoria contra

el parasito [68].

La acumulacion de leucocitos en la vasculatura depende de su interaccién con las
células endoteliales, mediante CAMs. Las selectinas median el rodamiento de los
leucocitos, mientras que la adhesion y transmigracion estdn mediadas por VCAM-
1, ICAM-1y 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
asociacion 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 parasito sobre la
activacion endotelial, no se conoce el efecto de las citoquinas producidas por
macroéfagos en respuesta a la infeccion con T. cruzi sobre la activacion de las células

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

Las GTPasas Rho (Ras homologous) son una familia de proteinas G pequefias (21
kDA aprox.) que regulan principalmente la dinamica de actina [71]. RhoA es el
miembro més estudiado de la familia, y, aparte de su rol en la organizacién de actina,
regula muchas funciones celulares como contraccién, motilidad, proliferacion 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
serinal/treonina quinasa, y es el principal y mas 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 porcién
amino terminal, seguido por una region de hélice superenrollada (CCR) que
contiene un dominio de union a Rho (RBD), y en su extremo carboxilo terminal
contienen un dominio homologo a Pleckstrina (PH) con una porcion rica en cisteina
(CRD) (Figura 5A). Ambas isoformas son altamente homologas, con una identidad
de secuencia de aminoacidos de un 92% en el dominio quinasa y ambas estan
ubicuamente expresada en los tejidos [74]. EI 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 catalitico
de ROCK, manteniéndolo accesible a sus sustratos, lo que resulta en la activacion
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 activacion de ROCK-1y ROCK-2. (A) Dominios
de ROCK-1 y ROCK-2. Ambas isoformas contienen un dominio kinasa en su porciéon N-
terminal, un dominio de unién a Rho (RBD), y un dominio PH en su porcién 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 conformacién abierta,
liberando la capacidad catalitica del dominio kinasa. ROCK-1 ademés puede ser activado
al ser clivado por caspasa-3 (C3), y ROCK-2 por caspasa-2 (C2) y granzima B (GB). Imagen
extraida de [75].

ROCK-1 y ROCK-2 comparten mas 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 inactivacidon de la cadena liviana de la miosina (MLC), y asi
promover la contraccibn muscular [76]. Ademas, ambas pueden directamente
fosforilar a MLC, activandola. Otros blancos son NHE-1, involucrado en la migracion
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

interaccion entre filamentos de actina y la membrana plasmatica. En conjunto, estos
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blancos controlan procesos celulares como adhesion, migracion, proliferacion,

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

The molecular switch of ROCK pathway
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Figura 6. Via Rho/ROCK. La activaciéon de ROCK y subsecuente fosforilaciéon de sus
sustratos rio abajo son responsable de eventos celulares como apoptosis, formacion de
fibras de estrés, citocinesis, polarizacion, adhesion y diferenciacion celular. Imagen extraida
de [79].

4.1.Rol de ROCK en la polarizacién de macrofagos

La migracion e infiltracion de monocitos requiere de los filamentos de actina. Usando
un inhibidor de ROCK-1/2 (Y-27632) se demostr6 que ROCK es necesario en el
proceso de migracion trans-endotelial de monocitos [80]. ROCK ha demostrado
tener un rol en la polarizacién de macréfagos hacia el fenotipo proinflamatorio M1
[81]. Ademas, el uso de Fasudil, un inhibidor de ROCK-1/2, produjo un cambio en
la polarizacion de macréfagos de M1 a M2 en un modelo murino de encefalomielitis
autoinmune [82]. Por lo tanto, la inhibicion de ROCK podria ser un mecanismo
farmacoldgico para cambiar la polarizacion de macréfagos M1 inducidos por T cruzi
hacia M2, y asi disminuir el dafio tisular producido en la CCC. Sin embargo, no hay
farmacos inhibidores de ROCK aprobados por la FDA que puedan ser actualmente

usados en la practica clinica.
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4.2.Rol de ROCK en lainfeccién con T. cruzi

La unién de glicoproteinas de la superficie del parasito a los receptores tipo Toll
(TLR) TLR2 y TLR4, inicia el proceso de infeccidn activacion de los macrofagos [83].
Esta interaccion gatilla una cascada de sefializacion intracelular, que involucra la
activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) que induce la sintesis de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-6, presentando un fenotipo de macréfagos M1
[83, 84]. Sin embargo, no se ha estudiado el efecto de la infeccidon con T. cruzi sobre
la via RhoA/ROCK.

Se ha descrito que LPS activa a NF-kB via TLR4 induciendo un fenotipo tipo M1 en
macrofagos, y que la activacion de NF-kB es mediada por ROCK [85-88]. Ademas,
en 2015 Wang y cols. descubrieron que la inhibicion de ROCK por Y27632
disminuye la produccion de TNF-a e IL-13 inducida por LPS en ratones [89]. Por lo
tanto, es probable que T. cruzi active la via Rho/ROCK en macréfagos via TLR2 y/o
TLR4, y que esto induzca su polarizacion hacia M1 mediante la activacion de NF-
KB.

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 clinico de hipertensién pulmonar
[92], y han demostrado efectos beneficiosos en otras enfermedades
cardiovasculares como hipertension, accidente cerebrovascular e infarto cardiaco
[93]. Es por esto por lo que la modulacion de ROCK no solo podria ser una estrategia
para la regulacién de la respuesta inmune, sino que también para la prevencion de

la insuficiencia cardiaca en la CCC.

5. Estatinas

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

metil-glutaril-Coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzima limitante de la via del
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mevalonato, que es responsable de la sintesis de colesterol. Ademas, el mevalonato
es esencial para la sintesis de intermediarios isoprenoides como el pirofosfato de
farnesilo y el pirofosfato de geranilo [94]. Estos isoprenoides son importantes para
la traslocacion a la membrana y activacion de GTPasas pequefias, 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
expresion de moléculas de adhesion inducida por T. cruzi, mediante la inhibicion de
NF-kB, disminuyendo el infiltrado inflamatorio y la fibrosis [96, 97]. Adema&s, se
demostré que simvastatina cambia el fenotipo de M1 a M2 en macrofagos inducidos
por LPS [98]. Por otro lado, se observo que atorvastatina disminuye la activacion de
ROCK en leucocitos y la aparicion de la proteina C reactiva en pacientes con
aterosclerosis [99], y que el tratamiento con atorvastatina aumenta la poblacién de
macrofagos M2 y las citoquinas antiinflamatorias tanto en pacientes con

aterosclerosis como en macréfagos en cultivo [100].

La atorvastatina es una estatina ampliamente usada en Chile, por su bajo costo y
alta eficacia [101]. Es un farmaco sintético y lipofilico, lo que presenta un beneficio
al trabajar in vitro ya que atraviesa facilmente la membrana plasmatica para ejercer
su efecto [102]. Ademas, no es un profarmaco, por lo que es activa sin necesidad
de ser metabolizada. Asimismo, es un farmaco 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 utilizara atorvastatina, que es un farmaco
aprobado por tanto por la FDA como por el Instituto de Salud Pudblica de Chile, y
que podria 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 pleiotropicos de las

estatinas, existe muy poca bibliografia que relacione estos farmacos con la
pues estan principalmente enfocados en

polarizacion de macrofagos,
aterosclerosis. Por lo tanto, medir el efecto de la inhibicion de ROCK mediada por

atorvastatina sobre la polarizaciéon de macréfagos activados por T. cruzi es una
propuesta nueva que podria incluir la inhibicibon de ROCK como un mecanismo

farmacoldgico para disminuir la disfuncion cardiaca presente en la CCC
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Figura 7. Inhibicion de Rho/ROCK por estatinas. La inhibicion de HGM-CoA reductasa

provoca una disminucién de la sintesis de pirofosfato de geranilo, que se une a las proteinas
G pequefias como Rho para provocar su traslocacion a la membrana, donde puede ejercer
sus efectos. La activacion de Rho es mediante GEFs, que son factores que inducen el
cambio de GDP por GTP, y su inactivacion es mediante GAPs, factores que activan la
hidrolisis de GTP a GDP. Ademas, los GDI secuestran a Rho impidiendo su activacion. A

pesar de toda esta regulacion, Rho solo puede ser activada cuando se encuentra traslocada
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a la membrana mediante geranilacion. Es de este modo que las estatinas impiden la

activacion de Rho y de su efector ROCK. Extraido de Takemoto y cols. [95].
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HIPOTESIS

La inhibicion de ROCK por atorvastatina promueve una polarizacion tipo M2 en
macréfagos infectados con T. cruzi, lo que reduce la activacion de células

endoteliales.

OBJETIVO GENERAL

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

polarizacion de macréfagos humanos infectados con T. cruzi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la activacion de ROCK por tripomastigotes de T. cruzi en macrofagos
humanos.
2. ldentificar el rol de ROCK sobre la polarizacion de macréfagos humanos
infectados con T. cruzi.
3. Determinar la capacidad de atorvastatina de inhibir la activacion de ROCK
inducida por T. cruzi.
4. Evaluar el efecto de atorvastatina sobre la polarizacién de macréfagos humanos
infectados por T. cruzi.
5. ldentificar el rol de ROCK-1 y ROCK-2 en el efecto de atorvastatina sobre la
polarizacion de macréfagos humanos infectados por T. cruzi.
1. Sintetizar lineas celulares U937 con expresion estable de ROCK-1 y
ROCK?2 constitutivamente activas.
2. Evaluar el efecto de atorvastatina sobre las células ROCK-1 y ROCK-2
constitutivamente activas.
6. Determinar el efecto de la polarizacion de macrofagos sobre la activacion de
células endoteliales vasculares cardiacas.
7. Evaluar el efecto del tratamiento con simvastatina sobre la expresién de ROCK-

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

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
macréfagos por la incubacion 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 produccion de lentivirus. Las células HMVEC-
C (Lonza) fueron cultivadas en medio EGM™-2MV (Lonza). Todos los cultivos
celulares fueron mantenidos a 37°C, 5% CO2, y suplementados con penicilina (100

U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL).
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Figura 8. Diferenciacién de monocitos U937 a macr6fagos con PMA. (A) El cultivo de
monocitos U937 fue incubado con 19 ng/mL por 48 h, luego se lavé el medio y se dej6 con
medio fresco por otras 48 h. (B) Fotografias del cultivo con y sin PMA. (C) Cuantificacion

de niveles de ARNm de CD14, marcador de diferenciacion a macrofagos.
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2. Infeccion con Trypanosoma cruzi

Para amplificar los parasitos, las células Vero fueron infectadas con tripomastigotes
al MOI 5:1. Luego de 5 dias los parasitos fueron extraidos desde el medio de cultivo,
centrifugados a 3.500 rpm, y contados para infectar las células U937 usando un
multiplicador de infeccion (Multiplicity of Infection, MOI) 1:1 segun corresponda el

experimento.

3. Tratamientos

Las células fueron tratadas con atorvastatina 0.1, 1 y 10 uM (Sigma-Aldrich) por 24
horas, el inhibidor de ROCK, Y-27632, 10 uM (cell signaling) por 1 hora, el inhibidor
de TLR4, TAK-242 ,10 uM (cell signaling) o el inhibidor de la localizacion nuclear de
P65, JSH-23, (30 uM) (Sigma-Aldrich) durante 1 hora antes de la incubacion con T.

cruzi en cada experimento.

4. Adhesion de células endoteliales

Los medios condicionados de macrofagos tratados con atorvastatina e infectados
con T. cruzi fueron incubados con células HMVEC-C por 6 horas para la evaluaciéon
de moléculas de adhesion por RT-gPCR, o por 24 horas para evaluar la adhesion 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 lavo 3 veces con PBS, se evaluo la adhesion mediante

microscopia epifluorescente, y mediante fluorimetria 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 via intraperitoneal. Luego de 60 dias pos-

infeccion (fase crénica), los ratones fueron tratados con simvastatina 1 mg/Kg al dia
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o vehiculo (0,5% carboximetilcelulosa; CMC) al dia, por 20 dias. Al dia 80 post-
infeccion, los ratones fueron sujetos a eutanasia con ketamina 100 mg/Kg y xilazina
10 mg/Kg para la extraccion de los corazones de los animales. Los analisis en tejido

cardiaco fueron realizados mediante RT-qPCR.

6. Inmunohistoquimica de tejido cardiaco

Luego de la eutanasia, los corazones de los animales fueron extraidos y fijados en
formaldehido 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 um. 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 tincién fue realizada mediante el kit de peroxidasa y diaminobencidina (DAB)
(Vector Laboratories, USA). Los tejidos fueron también teflidos con hematoxilina.
Las imagenes 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 realiz6 a 100 Volts y la transferencia sobre membranas de
nitrocelulosa a 350 mA por 90 minutos. Las membranas fueron blogqueadas 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 estan especificados en la Tabla 1.
Para la deteccion de la actividad enzimatica peroxidasa se utilizo el método quimio

luminiscente de ECL.

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en Western Blot.
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Anticuerpo Isotipo Marcay Catalogo Dilucién
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 Rabbit Cell Signaling #5163 1:1000
Anti-P65 Rabbit Cell Signaling #8242 1:1000
Anti-pP65 Rabbit Cell Signaling #3033 1:1000
Anti-GAPDH Rabbit Cell Signaling #2118 1:5000
Anti-a-tubulina Mouse Sigma #4500087 1:5000
Anti-B-Actina Mouse Cell Signaling #8457 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
8. RT-gPCR

Las células U937 y el tejido cardiaco fueron lisados con TRIzol® (Invitrogen®, USA)
segun las indicaciones del fabricante. La transcripcién inversa se realizé con
transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen®) seguln 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 expresién génica
relativa se analiz6 utilizando el método 24¢t usando GAPDH como gen

constitutivo.

Tabla 2. Partidores utilizados para qPCR

Gen Especie Partidor Forward (§’>3’) Partidor Reverse (5’>3’)
IFN-y | Humano CTGTTACTGCCAGGACCCAT TTTCTGTCACTCTCCTCTTTCCA
TNF-a | Humano TCCCCAGGGACCTCTCTCTA GAGGGTTTGCTACAACATGGG

IL-6 Humano CTCAATATTAGAGTCTCAACCCCCA GAGAAGGCAACTGGACCGAA
IL-18 | Humano TTCGAGGCACAAGGCACAA TGGCTGCTTCAGACACTTGAG
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IL-10 | Humano CGAGATGCCTTCAGCAGAGT GGCAACCCAGGTAACCCTTA
IL-4 Humano CATCTTTGCTGCCTCCAAGAACA GTTCCTGTCGAGCCGTTTCA
TGF-B |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 | Ratén CTTTCCTGCAAGCTTTTATCCA AACGCTCCGAGACACTGTAG
ROCK2 | Ratén CTCATCCGAGACCCTCGCTC ATGCCTTATGACGAACCAACTGA
IFN-y Ratén ACCTGTGGGTTGTTGACCTC GAGGAACTGGCAAAAGGATGG
TNF-a Raton ATAGCAAATCGGCTGACGGT CCCTCACACTCACAAACCAC
IL-10 Raton GGGGAGAAATCGATGACAGC GGTTGCCAAGCCTTATCGGA
IL-4 Ratén CTGTGGTGTTCTTCGTTGCTG CCATATCCACGGATGCGACA
GAPDH | Ratén CTAGGACTGGATAAGCAGGGC GCCAAATCCGTTCACACCGA

9. Extraccion de ADN plasmidial

La cepa competente de Escherichia coli (E. coli) DH5a fue cultivada en medio Luria
Broth (5 o 200 mL) toda la noche en agitacion a 37°C. Las células fueron
centrifugadas a 7000 x g y la extracciéon de ADN plasmidial se realiz6 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. EI ADN
plasmidial fue eluido en agua libre de nucleasa, y la concentracion fue determinada

usando un espectrofotometro 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 restriccion 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
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pmoles de cada partidor y 50 pg de DNA templado (pCAG-ROCK-1). Los ciclos del
PCR estan especificados en la Tabla 4. Para ROCK-2 fue utilizada la Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase. El mix de PCR se realizé segun la Tabla 5, y los

ciclos de PCR estan descritos en la Tabla 6.

Tabla 3. Partidores utilizados para subclonamiento de ROCK-1y ROCK-2
Partidor Secuencia (§’23’)
Kpnl-ROCK-1(1-420) For TTATGGTACCTAATGTCGACTGGGGACAGT
Kpnl-ROCK-1(1-420) Rev | TTAAGGTACCGCTCATGCATTGGAGCTAGTTC
Xhol-HA-ROCK-2(1-436) AATACTCGAGAATATGTACCCATACGACG
For
Kpnl-ROCK-2(1-436) Rev | ATTAGGTACCAATTCAAATCTCCTGACTTTCTTC

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

Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos
Denaturacion 95°C 5 minutos 1
inicial
Denaturacion 95°C 1 minuto
Alineamiento 57°C 30 segundos 35
Extension 73°C 2 min, 32 seg
Extension final 73°C 5 minutos 1
Mantencion 4°C Hasta el 1
almacenamiento

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

Componente Volumen (uL) Concentracion Final
Agua libre de nucleasas 315
Buffer HF 5X 10 1X
dNTPs 10 mM 1 200 puM
Forward 10 uM 2.5 0.5 uM
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Reverse 10 uM 2.5 0.5 uM
pXJ40-HA-ROCK-2 (3 ng/uL) 2 0.12 ng/pL
ADN Polimerasa 0.5 1 Unidad

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

Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos
Denaturacion 98°C 3 minutos 1
Denaturacion 98°C 10 segundos
Alineamiento 55°C 30 segundos 35

Extension 72°C 40 segundos
Extension final 73°C 5 minutos 1
Mantencion 4°C Hasta almacenamiento 1

11.Digestién con Enzimas de Restriccion

Las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol fueron usadas con el Buffer 1. EI ADN
plasmidial (5 ug) fue digerido incubandolo con 1 pL de cada enzimay 1 uL de Buffer
1 durante 4 horas a 37°C. Luego, los productos de digestidon 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 separacion por tamafio 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 tamafio de los fragmentos de ADN, se cargaron 6 pL de
Ladder. La electroforesis fue llevada a cabo a 50 V por 2 horas, y visualizada bajo

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

Los productos de PCR digeridos por enzimas de restriccion fueron visualizados
usando luz UV de baja intensidad (254 nm). Las bandas fueron cortadas usando un
bisturi estéril. Los pedazos de gel fueron transferidos a tubos de 1.5 mL donde se
pesaron. La extraccion fue realizada con el QIAEX Il Gel Extraction Kit (QIAGEN),
siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ADN fue eluido con agua libre de

nucleasas.

14.Ligacion de ADN

Los productos de PCR digeridos y extraidos desde el gel de agarosa y los
plasmidios digeridos fueron ligados usando la enzima T4 DNA Ligase (MERCK),

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

15.Transformacién de E. coli

Se afiadieron 10 pL del resultado de ligacion a un tubo de 1.5 mL con 50 pL de
bacterias E. coli DH5a competentes y se incubd 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 afiadieron 950 pL de medio LB libre de antibi6tico a cada tubo y
se incub6 a 37°C por 1 hora en agitacion. Luego, 20 yL de cada tubo fueron

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

16.Secuenciacion

La secuenciacion 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 secuenciaciéon de plasmidios lentivirales

creados

Partidor Secuencia (5’ 23’)
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.Produccién de Lentivirus y Transduccién 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 (pA8.91) y el plasmidio codificante de VSVG
(PMDM2-G) fueron extraidos desde la cepa de E. coli DH5a como fue descrito
previamente. Se transfectaron 4 ug de pSEW, 2 ug de pA8.91 y 1 ug de pMDM2.G
usando 21 pL de polietilenimina (PEI, 1 pg/uL). Los plasmidios y el PEI fueron
mezclados con 500 uL de OptiMEM e incubados por 15 minutos a temperature
ambiente. La mezcla fue afiadida a un frasco de cultivo de 25 cm? con células
HEK293T al 80% de confluencia con 2 mL de medio RPMI 10% SBF. Luego de 72
horas, se extrajo el sobrenadante, se filtré con un filtro de 45 ym y se guardé -80°C
hasta su uso. 2x10* células U937 fueron centrifugadas a 90 x g durante 5 minutos
y resuspendidas en 200 uL de sobrenadante viral. Las células con virus fueron
centrifugadas a 400 xg por 40 minutos. Luego de la centrifugacion, las células y los
virus fueron sembradas en una placa de 24 pocillos con 800 uL de medio RPMI
suplementado. 72 horas después, se observaron las células transducidas por

microscopia y citometria de flujo (GFP+).

18. Anélisis estadistico

Los resultados estan expresados como el promedio de los datos + desviacion
estandar (SD). Para analizar a normalidad de los datos, se realiz6 la prueba de
Shapiro-Wilk. Los datos con distribucion normal fueron analizados por ANOVA,
seguido de un post-test segun corresponda para comparar entre las distintas
condiciones experimentales y con los respectivos controles. Los datos sin

distribucion normal fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis,
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seguida por la prueba de Dunn para realizar comparaciones mdultiples. Los valores
de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Todos los analisis

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

1. T.cruzi activa a ROCK en macréfagos humanos via TLR4

Para evaluar el efecto de la infeccion 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 determinacion de la actividad enzimatica se realiz6 mediante Western Blot. La
proteina fosfatasa de la cadena liviana de la miosina (MYPT) es fosforilada en la
posicion T696 por ROCK-1 y ROCK-2, por lo que es utilizada como marcador de
activacion de estas quinasas. El efecto de T. cruzi sobre la actividad de estas
quinasas fue evaluado mediante la razén entre la MYPT fosforilada (p-MYPT) y la
MYPT total. Ademas, se determinaron los niveles proteicos de ROCK-1 y ROCK-2
para identificar si el efecto del parasito era sobre la activacion y/o la expresion de
ROCK. Se observo que a los 30 minutos de infeccion con T. cruzi existe un maximo
de activacion de ROCK, mientras que la expresion de ROCK-1 y ROCK-2 no varia
significativamente en el tiempo ni en respuesta a la infeccion (Figura 9A). Esto nos
indica que la infeccion con T. cruzi produce un cambio en la actividad enzimatica de
ROCK-1 y/o ROCK-2 en tiempos cortos, y no en su expresion, en esta ventana de

tiempo.

A pesar de que la fosforilacion de MYPT en T696 es ampliamente utilizada como
marcador de actividad enzimatica de ROCK, esta fosforilacion puede ser efectuada
también por otras quinasas como PKA y PKG [104, 105]. Para comprobar que en
este modelo de infeccién con T. cruzi es ROCK quien esta fosforilando a MYPT, se
midié la fosforilacién en presencia del compuesto Y-27632, inhibidor de ROCK-1y
ROCK-2, el que se une al sitio de unién a ATP del dominio quinasa de ROCK-1y
ROCK-2 [106]. Y-27632 disminuysd significativamente la fosforilacion de MYPT
(Figura 9B). Esto nos permite concluir que la infeccion con T. cruzi produce un

aumento en la actividad enzimatica de ROCK en tiempos cortos.

La activacion de macrofagos inducida por T. cruzi ocurre principalmente a través de

receptores tipo Toll (TLR) [107], de los cuales TLR4 esta involucrado en la expresiéon
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de citoquinas proinflamatorias inducida por el parasito [108]. Para determinar si
TLR4 media la activacion de ROCK inducida por T. cruzi, los macréfagos U937
fueron incubados con el inhibidor de TLR4 TAK-242 por 1 hora, y luego infectados
con T. cruzi por 30 minutos. La activacion de ROCK fue determinada mediante
western blot midiendo la razén entre MYPT fosforilado y total. TAK-242 disminuyo
significativamente la activacion de ROCK inducida por el parasito (Figura 9C). Este
resultado indica que TLR4 es un receptor rio arriba de la activacion de ROCK

inducida por T. cruzi.
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Figura 9. Activaciéon y expresion ROCK en macréfagos infectados con T. cruzi. (A)
Las células U937 se incubaron con la cepa Dm28 de T. cruzi o control sin infeccién durante
10 minutos, 30 minutos, 1 hora y 3 horas. Se muestra una imagen representativa del
western blot de p-MYPT (marcador de activacion 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 uM) o vehiculo (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 grafico 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 puM) o

vehiculo (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
gréfico de p-MYPT, MYPT total y GAPDH (control de carga). Los gréficos representan la
densitometria 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 activaciéon del factor nuclear kappa B (NF-kB)

inducida por T. cruzi

NF-kB es un factor de transcripcion clave en la expresion de mediadores
proinflamatorios. Se ha demostrado que la activacion de esta via es vital para la
sintesis de IL-1B y otros mediadores proinflamatorios inducidos por la infeccién con
T. cruzi, por lo que estudiamos el rol de ROCK en la activacion de NF-kB (P65). Las
células U937 inducidas con PMA fueron tratadas con i) Y-27632, ii) el inhibidor de
la traslocacion nuclear de P65 (JSH-23, 30 pM), iii) el inhibidor de TRL4 (TAK-242,
10 uM) o, iv) el vehiculo (DMSO 0,1%) por 1 hora, y luego incubadas con T. cruzi
por 30 minutos. La activacién de NF-kB fue determinada por Western Blot midiendo
la relacion entre la proteina P65 fosforilada (pP65) y total, y la localizacion nuclear
de P65 fue determinada mediante inmunofluorescencia. La infeccion con T. cruzi
indujo la fosforilacion y localizacion nuclear de P65, mientras que la inhibicion de
ROCK con Y-27632 previno la activacion del factor de transcripcion (Figura 10).
Como se esperaba, la incubacién con JSH-23 no redujo la fosforilacién, pero si la
localizacion nuclear de P65, y la inhibicion de TLR4, conocido regulador rio arriba
de NF-kB, impidi6 ambas. Estos resultados sugieren que ROCK es un mediador

importante de la activacion de P65 inducida por T. cruzi.
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Figura 10. Lainhibicién de ROCK impide lafosforilacion y localizacién nuclear de P65
en macrofagos infectados con T. cruzi. Las células U937 inducidas con PMA fueron
tratadas con el inhibidor de ROCK (Y-27632, 10 uM), el inhibidor de la traslocacion nuclear
de P65 (JSH-23, 30 uM), el inhibidor de TRL4 (TAK-242, 10 uM) o el vehiculo (DMSO 0,1%)

por 1 hora, y luego infectadas con T. cruzi por 30 minutos. (A) La activacion de NF-kB fue
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determinada por western blot midiendo la relacion entre la proteina P65 fosforilada y total.
(B) Imagenes representativas de la localizacion nuclear de P65 fue determinada mediante
inmunofluorescencia usando microscopia de epifluorescencia para visualizar los cambios.
Dapi fue utilizado para marcar el nicleo celular (azul). La cuantificacion de la razén entre la
fluorescencia nuclear y total fue realizada mediante ImageJ. Los gréaficos muestran la media
+ SD de 3 experimentos independientes. *p<0.05 analizado por la prueba de Kruskal-Wallis
y de Dunn.

3. ROCK estaimplicado en la polarizacion de macréfagos inducida por
T. cruzi

Dado que se observé que la activacion de ROCK por T. cruzi gatilla la activacion de

NF-kB, se prosiguio a evaluar el rol de esta activacion sobre la expresion y secrecion
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de citoquinas en macréfagos humanos. Se evalud la expresion de ARNm vy la
secrecion de marcadores de macrofagos M1 (IL-6, IL-18, TNF-a e IFN-y) y M2 (IL-
10, IL-4, TGF-B y Arg-1) en células U937 tratadas con el inhibidor de ROCK, Y-
27632, o el vehiculo (DMSO 0,1%) por 1 hora y a continuacion incubadas con T.
cruzi durante 30 minutos (tiempo de mayor activacion de ROCK). EI ARN fue
extraido 6 horas post-infeccidon para el RT-qPCR, y el sobrenadante fue extraido 24
horas post-infeccion para las determinaciones multiplex. La infeccion con T. cruzi
produjo un aumento de la sintesis de ARNm y de la liberacion de todos los
marcadores M1, lo que fue prevenido por la inhibicion de ROCK (Figura 11A). Esto
sugiere que ROCK tiene un rol importante en la sintesis de citoquinas

proinflamatorias a tiempos cortos de infeccién con T. cruzi.

Por otro lado, la infeccion con T. cruzi aumentd la expresion de los marcadores M2,
mientras que Y-27632 produjo efectos variados (Figura 11B). La inhibicion de
ROCK produjo el aumento en la sintesis de ARNm de IL-10, TGF-B y Arg-1, mientras
gue indujo una disminucion de la secrecién de IL-10 e IL-4. Al haber una disminucién
en la secrecion tanto de marcadores M1 como M2 en los macréfagos tratados con
Y-27632, se evalud la relacion entre la secreciéon de IL-6 y TNF-a (M1) e IL-10 o IL-
4 (M2). La Figura 11C muestra que la relacion IL-6/IL-10, TNF-ao/IL-10, IL-6/IL-4,
TNF-a/IL-4 aumenta con la infeccion con T. cruzi, y disminuye al inhibir ROCK con
Y-27632.
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Figura 11. La inhibicién de ROCK produce un cambio en la sintesis de citoquinas en
macrofagos infectados con T. cruzi. Los macréfagos U937 se incubaron con el inhibidor
de ROCK Y-27632 o el vehiculo (DMSO 0,1%) por 1 hora, y luego se infectaron con la cepa
Dm28 de T. cruzi. Luego de 30 minutos de incubacion con T. cruzi, los parasitos fueron

retirados y las células se dejaron en medio fresco por 6 horas para extraer el ARN y realizar
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RT-gPCR, 0 24 horas para medir los niveles de citoquinas secretadas mediante LUMINEX.
(A) Determinacién de marcadores M1. (B) Determinacion de marcadores M2. (C) Razén
entre los niveles de citoquinas proinflamatorias e IL-10 o IL-4. La prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk comprobd que los datos tienen una distribucion normal. Los graficos muestran
la media + SD de 5 experimentos independientes. *p<0.05 **p<0.01 **p<0.001 analizado

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

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

Luego de identificar el rol de ROCK en la polarizacion de macréfagos infectados con
T. cruzi, se prosiguid a evaluar la capacidad de atorvastatina para inhibir la
activacion de ROCK inducida por T. cruzi. Para esto, los macréfagos humanos U937
fueron incubados con atorvastatina a distintas concentraciones (0,1 uM, 1 uM, 10
KUM) o con vehiculo (DMSO 0.1%) durante 24 horas, y luego se infectaron con T.
cruzi por 30 minutos. Se evalud la activaciéon (p-MYPT/MYPT total) y expresion de
ROCK-1 y ROCK-2 mediante western blot. EI IC50 de atorvastatina para la linea
U937 fue de 102,5 £ 8,7 uM, y a todas las concentraciones usadas, la viabilidad fue
de un 100%). Se observé que la activacion de ROCK inducida por T. cruzi disminuye
a medida que aumenta la concentracion de atorvastatina (Figura 12A). A su vez,
atorvastatina no modificé los niveles proteicos de ROCK-1 ni ROCK-2 (Figura 12B-
C). Por lo tanto, la atorvastatina fue capaz de inhibir la activacion de ROCK inducida

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

Para determinar cambios en la expresibn de ROCK a tiempos largos, los
macrofagos U937 fueron tratados con atorvastatina (10 uM) o vehiculo (DMSO
0,1%) por 24 horas. Luego, se infectaron con T. cruzi por 30 minutos. EI ARN total
fue extraido 24 horas post-infeccién con T. cruzi para el analisis por RT-gPCR. La
incubacion con el parasito aumento los niveles de ARNm de ROCK-1 (Figura 12D).
Aunque el ARNm de ROCK-2 mostré una tendencia a aumentar, ésta no fue
estadisticamente significativa (p=0.09) (Figura 12E). Sin embargo, la atorvastatina
disminuy6 de manera significativa el ARNm de ROCK-1 y de ROCK-2 en los
macrofagos 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

expresion a tiempos largos (24 h).
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Figura 12. Atorvastatina disminuye la activacion y expresiéon de ROCK en macrofagos
infectados con T. cruzi. Las células U937 inducidas con PMA se trataron con DMSO
(0,1%) o atorvastatina (0,1, 1, 10 uM) por 24 horas, y se infectaron con la cepa Dm28 de T.

cruzi por 30 minutos. Luego, se extrajo las proteinas y se analizé por western blot la
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activacion de ROCK (A) y los niveles proteicos de ROCK-1 (B) y de ROCK-2 (C). Luego de
24 horas postinfeccion, se extrajo el ARN total para determinar los niveles de ARNm de
ROCK-1 (D) y de ROCK-2 (E). Los graficos 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 polarizacion de macroéfagos

infectados con T. cruzi

Luego de determinar que atorvastatina es capaz de inhibir a ROCK, estudié su
efecto sobre la polarizacién de macrofagos. Los macrofagos U937 fueron incubados
con atorvastatina 10 phM o DMSO 0,1% por 24 horas, y luego fueron infectados con
T. cruzi durante 30 minutos. Luego de 6 horas postinfeccion, se extrajo el ARN para
medir la expresion de marcadores M1 y M2 mediante RT-qPCR, y luego de 24 horas
postinfeccion, se extrajo el sobrenadante para determinar la secreciéon de los

marcadores mediante un ensayo Multiplex.

Al igual que en la Figura 11, T. cruzi indujo un aumento de la expresion y secrecion
de todos los marcadores M1 y M2 (Figura 13). El tratamiento con atorvastatina
disminuyé significativamente la expresion y secrecion de todos los marcadores
proinflamatorios (Figura 13A), mientras que no tuvo ningun efecto en los
marcadores M2, a excepcion de la expresion de arginasa-1 y TGF-f3, en los que
aumento sus niveles de ARNm (Figura 13B). Al determinar la relacion entre
marcadores M1y M2, se puede observar que T. cruzi induce una polarizacion tipo

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

El efecto de atorvastatina observado sobre la expresion 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 observacion con la expresiéon de ROCK-1 y ROCK-2 constitutivamente activos

en estas células.
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Figura 13. Atorvastatina cambia la expresion de marcadores M1y M2 en macréfagos
infectados con T. cruzi. Los macréfagos U937 se incubaron con atorvastatina 10 uM o el
vehiculo (DMSO 0,1%) por 24 horas, y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi.
Luego de 30 minutos de incubacion con T. cruzi, los parasitos fueron retirados y las células
se dejaron en medio fresco por 6 horas para extraer el ARN y realizar RT-gPCR, 0 24 horas
para medir los niveles de citoquinas secretadas mediante LUMINEX. (A) Determinacion de
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marcadores M1. (B) Determinacion de marcadores M2. (C) Razon entre los niveles de
citoquinas proinflamatorias e IL-10 o IL-4. La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk
comprobd que los datos tienen una distribucion normal. Los gréficos muestran la media +
SD de 5 experimentos independientes. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 analizado por ANOVA

de dos vias y post-test de Tukey.

6. Expresion constitutiva de ROCK-1 y ROCK-2 en macrofagos

humanos

Para conocer la relacion entre la inhibicion de ROCK y los cambios en la sintesis de
citoquinas, se crearon células U937 con expresion estable de ROCK-1 o ROCK-2
constitutivamente activos (CA). Para esto se usaron lentivirus, los que son

generados por transfeccion de tres plasmidios en la linea celular HEK293T:

(1) un plasmidio de expresion que contiene la secuencia de
empaquetamiento psi (W) y el transgen flanqueado por los LTRs para

permitir la integracion

(i) un plasmidio de empaqguetamiento que codifica lo necesario para el core,
la replicacion viral (gag), la retrotranscripcion (pol), la integracion al DNA
(rev), los genes virales tat, y el elemento de respuesta a rev (RRE), y

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

En este trabajo se utilizé el plasmidio pSEW como plasmidio de expresion. pSEW
fue sintetizado por Demaison y cols., quienes cambiaron el promotor CMV (que esta
silenciado en monocitos) del plasmidio pCEW por el promotor SFFV [109]. pPSEW
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 restriccion: Xhol y Kpnl, las cuales fueron
identificadas en pSEW por secuenciacion 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 linea roja
segmentada muestra el resultado de la secuenciacion. En rojo se muestra la ubicacion de

los sitios de restriccion de Xhol y Kpnl, que estan separados por 17 pb.

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

ROCK-1 y ROCK-2 son quinasas que se encuentran en su estado inactivo cuando
el dominio de unién a Rho (RBD) estéa 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 proteinas constitutivamente activas, se les truncé
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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w 420
. | N | Kinase | | ROCK-11-420
Inactive ROCK
1 060
Rho 9 354 452 ROCK-I 1102 1388
w RBD | N | Kinase | |Coiled coiIregion|RBD| H PH|CRD|
436
Active ROCK In| Kinase | | Rock-i11-436

Figura 15. Esquema de ROCK-1 y ROCK-2. (A) Esquema de activacion de ROCK por
unién de Rho-GTP al dominio de unién 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 llevé a cabo desde el plasmidio pCAG-ROCK-
1(1-420) al cual se le agrego sitios de restricciéon de Kpnl antes del codén de inicio,
y luego del nucleétido 1260 mediante PCR, como se observa en la Figura 16. La
correcta amplificacion de este gen se determiné mediante un gel de agarosa al 1%,
el cual mostr6 una banda al tamafio correspondiente (Figura 17A). Tanto el
producto de PCR como el plasmidio fueron digeridos con Kpnl y ligados con T4
ligasa. El producto de la ligacion fue transformado en E. coli DH5a, para luego aislar
colonias y extraer los plasmidios. La colonia con el inserto fue identificada mediante
digestion con Kpnl. De todas las colonias, solo una tuvo el inserto (Figura 17B). Esa
colonia se secuencio y se corrobord que el plasmidio tuviera el inserto correcto en

la ubicacién correcta.
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Figura 16. Esquema de subclonamiento de ROCK-1 desde pCAG hacia pSEW. Los
sitios de restriccion de Kpnl (GGTACC) fueron agregados en el extremo 5’ de los partidores
disefiados para amplificar ROCK-1 1-420. El producto de PCR y pSEW fueron digeridos

con Kpnl, ligados con T4 ligasa y transformados en E. coli DH5a. 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
amplificacion del plasmidio pCAG-ROCK. Se puede ver el plasmidio pCAG-ROCK-1 antes
del PCR (C) y luego del PCR (PCR). Se observan las multiples bandas del plasmidio
completo correspondiente a sus estados de superenrollamiento, y al lado y marcado en rojo
la Unica banda del producto de PCR. (B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto
de amplificacion del plasmidio pCAG-ROCK extraido de las colonias transformadas. Los
carriles C corresponden a los productos de amplificacién de los plasmidios sin digerir, y los
K son los mismos clones con los plasmidios digeridos con Kpnl. Marcado con rojo esta el
anico clon (nimero 2) que mostré 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:

)] Para ROCK-2 se usaron 2 enzimas de restriccion (Xhol y Kpnl) para asegurar

gue quedara posicionado en la orientacion correcta.

i) A ROCK-2 se le agregé un HA-tag para poder identificarlo por

inmunoensayos.

El gen de ROCK-2 se obtuvo del plasmidio pXJ40-HA-ROCK-2, el cual se amplifico
por PCR con un partidor Forward complementario a HA y con la secuencia de
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restriccién para Xhol, y otro partidor Reverse complementario a ROCK-2 (hasta el
nucleotido 1308) y con la secuencia de restriccion para Kpnl, como se esquematiza
en la Figura 18. La Figura 19A muestra la Unica banda del producto de PCR que
fue digerida con Xhol y Kpnl al igual que pSEW. Estos dos productos de la digestion
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 tenian el
plasmidio pSEW con ROCK-2(1-436) integrado.

___________________________

Y
$ rer ap) ' Xhol !
\(eﬂi‘““ T o | i +17bp
7 ’ 1
5, ROCK-II | 3, ———————————————————————————
?:xcGPG 420 5
AT\ 436
Ao
& Xxhol and Knpl digestion (e HA-ROCK-11(1-436)
________________________________ . T into pSEW
Xhol Kpnl lentiviral plasmid

: 1
: 1
|57 v S
| 57 AACTCeAG GGTAGCAA 37 1
e HA ROCK-I1 &
| 3’ meascie ceateean 57 1

1

Figura 18. Esquema de subclonamiento de ROCK-2 desde pXJ40-HA-ROCK-2 hacia
PSEW. Los sitios de restriccién de Xhol (CTCGAG) y Kpnl (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 Xhol y Kpnl, ligados con T4 ligasa y transformados en

E. coli DH5a. 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
amplificacion 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 amplificacion de los plasmidios pXJ40-HA-ROCK-2 extraidos
de las colonias transformadas. Los carriles C son los plasmidios sin digerir, y los D son los
mismos clones con los plasmidios digeridos con Xhol y Kpnl. La flecha roja muestra que
todas las colonias extraidas poseen una banda a ~1.7 kb que corresponde al inserto.

6.2. Expresion estable de ROCK-1 (1-420) y ROCK-2 (1-436) en células
U937

Luego de tener los plasmidios pSEW (control vector vacio), pPSEW-ROCK-1(1-420)
y pPSEW-ROCK-2(1-436) secuenciados y confirmados, se prosiguié a expresarlos
en las células U937. Para la expresion estable de estas proteinas se sintetizaron
lentivirus mediante la transfeccion de células HEK293T con pSEW (plasmidio de
expresion), pA8.91 (plasmidio de empaquetamiento) y pMD2.G (plasmidio VSV-G)
para luego transducir las células U937 segun lo detallado en materiales y métodos.
Se evalud la expresion de proteinas de las células control (sin transducir), pPSEW
(vector sélo 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 enddgeno
(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 s6lo se observa la expresion

de ambas proteinas truncadas (40 kDa aprox.), sino también la figura muestra que
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estas células tienen mayor expresion de pMYPT, lo que demuestra mayor activacion
de ROCK. Ademas, en el western blot se muestra la expresion de GFP de la misma

manera que la imagen de microscopia (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). Ademas, la estabilidad de la expresion de GFP fue determinada mediante
citometria de flujo, durante los pasajes utilizados en los experimentos. La poblacion
de células GFP* fue mayor al 95% en todos los pasajes utilizados, comprobando
que es una expresion estable (Figura 21).

A U937 cells B
c W PSEW  pSEW GFP
P -R1 -HA-R2
ROCK-I| S e = 180kDa Control
ROCK-II| 4 S SR ® s 15000:
PMYPT - - | 160kDa
" SEW
MYPT s ’ 160kDa P
o
HA ” 40 kDa
ROCK-|
(N-term) . 40 kba pSEW
-R1
GFP A ——— | 25 D2
o-tubulin | W - W | 50 kpa
PSEW
-HA-R2
C pSEW-R1 pSEW-R2
At + At +

C T.cruzi At T.cruzi C T cruzi At T. cruzi
PUYPT | e . o | |y w8 | 16010

MYPT|- - --”'-- ~|160kDa

B-actin | ——— ( — ] D
Figura 20. Confirmacion de expresiéon de proteinas en células U937. (A) Inmuno Blot
gue muestra la expresion de ROCK-1, ROCK-2, su activacion (p-MYPT/MYPT), formas
truncadas de ROCK-1 (N-term) y ROCK-2 (HA), y GFP, y (B) Imagenes microscopicas de
células U937 no transducidas (Control, C), o transducidas con pSEW, pSEW-ROCK-1(1-
420) (expresado como pSEW-R1), o pPSEW-HA-ROCK-2(1-436) (expresado como pSEW-
HA-R2). (C) Los macrofagos U937 GFP, ROCK-1 CA y ROCK-2 CA fueron tratados con
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atorvastatina 10 uM por 24 horas, y luego infectados con la cepa Dm28 de T. cruzi por 30

minutos. La activacion de ROCK fue determinada por Western Blot midiendo la razén entre

PMYPT y MYPT total.
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Figura 21. Estabilidad de la transduccion 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 determind la expresion de GFP mediante citometria de flujo. El grafico muestra el

porcentaje de células GFP positivas de cada grupo celular cuantificados desde los

histogramas.
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7. La inhibicion de ROCK cumple un rol importante en el efecto
antiinflamatorio de atorvastatina inducido en macrofagos infectados

con T. cruzi

Luego de generar las lineas celulares con expresion estable de ROCK-1 y ROCK-2
constitutivamente activos (CA), se midio la expresion y secrecion de marcadores M1
en células incubadas con atorvastatina de la misma forma anteriormente descrita.
La Figura 22 muestra la expresion y secrecion 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

gue este efecto no se aprecia en las células con ROCK CA.

Ni atorvastatina, ni la expresion constitutiva de ROCK cambié la sintesis de ARNm
o la secrecion de las citoquinas antiinflamatorias IL-10 e IL-4 frente a la infeccidn
con T. cruzi (Figura 23). Sin embargo, atorvastatina aumento los niveles de ARNm
de Arg-1 y TGF-B en células infectadas, lo que fue prevenido por la expresion
constitutiva de ROCK-1 y ROCK-2. Finalmente, la expresion constitutiva de ROCK-
1 y ROCK-2 evita que atorvastatina modifique la relacion entre citoquinas

proinflamatorias e IL-10 o IL4 producida por la infeccion (Figura 24).
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Figura 22. La inhibicion en la expresion y secrecion de marcadores M1 por
atorvastatina es prevenido en células expresando ROCK-1 y ROCK-2
constitutivamente activos. Los macrofagos U937 se incubaron con atorvastatina 10 uM o
vehiculo (DMSO 0,1%) por 24 horas, y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi.
Luego de 30 minutos de infeccion, los parasitos fueron retirados y las células se dejaron
con medio fresco por 6 horas para extraer el ARN y realizar RT-gPCR (“expression”), o 24
horas para medir los niveles de citoquinas secretadas mediante LUMINEX (“secretion”). La
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk comprobd que los datos tienen una distribucion
normal. Los graficos 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 vias y post-test
de Tukey.
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Figura 23. Atorvastatina modula la expresién, pero no la secrecion de marcadores
M2. Los macréfagos U937 se incubaron con atorvastatina 10 uM o vehiculo (DMSO 0,1%)
por 24 horas, y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi. Luego de 30 minutos de
infeccion, los parasitos 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 comprobo6 que los datos tienen una distribucion normal. Los
graficos muestran la media + SD de 5 experimentos independientes. *p<0.05 **p<0.01
***n<0.001 analizado por ANOVA de dos vias y post-test de Tukey.
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expresion constitutiva de ROCK-1 y ROCK-2 previene efecto
de atorvastatina en macrofagos incubados con T. cruzi. Los
7 se incubaron con atorvastatina 10 uM o vehiculo (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) Razén entre IL-6 y TNF-a e IL-
10. (B) Razon entre IL-6 y TNF-a e IL-4. La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk comprobo

gue los datos tienen una distribuciéon normal. Los graficos muestran la media + SD de 5

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

vias y post-test de Tukey.
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Previamente se ha demostrado que las estatinas disminuyen la activacion de NF-
KB en modelos de infeccion con T. cruzi [96]. Ademas, en este trabajo observamos
gue ROCK tiene un rol importante en la activacion de este factor proinflamatorio
inducido por T. cruzi. Debido a lo anterior es que estudiamos si la inhibicién de
ROCK estéa involucrada en el efecto de atorvastatina sobre NF-kB. Los macréfagos
U937 GFP, ROCK-1 CA y ROCK-2 CA fueron tratados con atorvastatina 10 uM por
24 horas, y luego infectados con T. cruzi por 30 minutos. La activacion de NF-kB
fue evaluada por western blot, determinando la razén entre P65 fosforilado (pP65)
y el total. La Figura 25 muestra que atorvastatina previene la fosforilacion 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.

___GFP___ ___ROCK-1 ___ROCK2
At + At + At +
C T.cruzi At T. cruzi C T.cruzi At T.cruzi C T.cruzi At T.cruzi
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Figura 25. La expresion de ROCK constitutivamente activo previene el efecto
antiinflamatorio de atorvastatina en macréfagos incubados con T. cruzi. Los
macrofagos U937 (GFP, ROCK1-CA y ROCK2-CA) se incubaron con atorvastatina 10 uM
o vehiculo (DMSO 0,1%) por 24 horas, y luego se infectaron con la cepa Dm28 de T. cruzi
por 30 minutos. La activacién de NF-kB fue evaluada mediante Western Blot, midiendo la
relacion entre P65 fosforilada y la total (pP65/P65). Los graficos 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. Lasecrecion de citoquinas inducida por atorvastatina en macroéfagos
infectados con T. cruzi reduce la activacion de células endoteliales

microvasculares cardiacas humanas.

La activacion endotelial es un proceso importante en la patogénesis de la CCC, ya
que induce el reclutamiento de leucocitos y subsecuente infiltracibn en tejido
cardiaco. Luego de determinar que atorvastatina modifica la polarizacion de
macrofagos infectados con T. cruzi mediante la inhibicion de ROCK, nos
preguntamos cudl era el efecto de este cambio de fenotipo sobre la activacion de
células endoteliales cardiacas. Para evaluarlo, se recolecté el medio condicionado
de los macréfagos tratados con atorvastatina (10 uM) o DMSO (0,1%) e incubados
con T. cruzi o medio de cultivo solo. El medio recolectado se cultivd con células
HMVEC-C durante 6 horas para extraer RNA y medir la expresion moléculas de
adhesién y quimioquinas de las células endoteliales por RT-gPCR, o durante 24
horas para medir la adhesién de las células endoteliales a monocitos que expresan
GFP. Ademas, luego de las 24 horas de cocultivo con el medio condicionado, este
se extrajo y se cambié por medio nuevo, el cual se mantuvo por 24 horas para la

medicion de citoquinas endoteliales.

El medio condicionado de los macrofagos infectados con T. cruzi (M1) indujo un
aumento de los niveles de ARNm de las moléculas de adhesién ICAM-1, VCAM-1y
PECAM-1 (Figura 26A) y de la quimioquina MCP-1, también conocida como CCL2
(Figura 26B). Ademas, indujo la adhesion a monocitos, medido por fluorimetria
(Figura 26C) y microscopia (Figura 26D), en conjunto con el aumento de la
expresion de esas cuatro citoquinas. Finalmente, indujo la secrecion de GM-CSF,
IL-1B3, IL-6 y TNF-a (Figura 26E). Por otro lado, el medio condicionado de los
macrofagos infectados con T. cruzi y tratados con atorvastatina indujo en menor
grado la expresion de CAMs, la adhesion a monocitos y la secrecién de citoquinas
proinflamatorias, evidenciando un efecto reductor de la activacion endotelial
producto de los cambios en la polarizacion de macrofagos inducido por

atorvastatina.
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Figura 26. El medio condicionado de macrofagos tratados con atorvastatina e
infectados con T. cruzi disminuye la activacion de células endoteliales
microvasculares cardiacas humanas. Los macréfagos U937 fueron tratados con
atorvastatina (10 uM) o DMSO (0,1%) por 24 h, y luego infectados con T. cruzi por 30 min.
24 horas postinfeccion se extrajo el medio de cultivo de cada condicién y se incubd con
células endoteliales HMVEC-C por 6 horas para medir el ARNm de moléculas de adhesion

(A) y MCP-1 (B), o0 por 24 horas para medir la adhesion a monocitos por fluorimetria (C) y
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microscopia (D), ademés de la secrecion de citoquinas endoteliales mediante ensayo
Multiplex (E).

9. El tratamiento con simvastatina reduce la expresion y activacion 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 activacion y
expresion de ROCK inducido por T. cruzi en macréfagos in vitro, estudiamos qué
ocurre con ROCK cuando se administra simvastatina en ratones con EC. Ademas,
debido a que observamos un efecto antiinflamatorio de atorvastatina, evaluamos la
expresion 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 102
trypomastigotes Dm28 de T. cruzi por via intraperitoneal. Al dia 60 post-infeccién, y
asegurandonos de estar en fase cronica [103], se administr6 simvastatina 1
mg/Kg/dia por 20 dias. Al dia 80 post-infeccion, se extrajo los corazones para
extraer el ARN y determinar los niveles de ARNm de ROCK y citoquinas, y también
para realizar analisis histologicos. La infeccidén con T. cruzi indujo un aumento en la
expresion de ROCK-1. ROCK-2 tuvo una tendencia a aumentar que no fue
estadisticamente significativa (p=0.09); mientras que el tratamiento con
simvastatina redujo la expresién de ambas isoformas de ROCK (Figura 27B). El
analisis realizado mediante inmunohistoquimica reveld que los ratones infectados
tienen una mayor cantidad de MYPT fosforilado (marcador de activacion de ROCK)
en tejido cardiaco, lo que disminuye con el tratamiento con simvastatina (Figura
27C). Ademas, los ratones con CCC mostraron niveles altos de ARNm de citoquinas
proinflamatorias (IFN-y y TNF-a) y una disminucion de la citoquina antiinflamatoria
IL-10, mientras que el tratamiento con simvastatina disminuyo los niveles de
citoquinas proinflamatorias y aumenté las antinflamatorias (IL-10 e IL-4) (Figura
27D).
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Para determinar la relacion entre la expresion de ROCK-1 y ROCK-2 con la
expresion de citoquinas, se realizo una correlacion lineal entre los niveles de ARNm
de estos, calculando el coeficiente de correlacion de Pearson (r). Se observé que
existe una correlacion positiva entre los niveles de ROCK-1 e IFN-y; r= 0.6488 y
TNF-a; r= 0.5151. Por otro lado, la relacion entre ROCK-1 con las citoquinas
antiinflamatorias IL-10 e IL-4 corresponde a una correlacion negativa, con valores
de r= -0.6181 y r= -0.5624, respectivamente (Figura 27E). La Unica relacion
estadisticamente significativa para ROCK-2 fue la correlacion negativa con IL-10; r=
-0.6273. De este modo, se sugiere que simvastatina disminuye activacion la
expresion de ROCK y de citoquinas proinflamatorias, habiendo una relacion positiva

entre estas proteinas.
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Figura 27. El tratamiento con simvastatina reduce la activacién y expresion de ROCK
y de citoquinas proinflamatorias en tejido cardiaco de ratones con CCC. Los ratones
BALB/c fueron infectados con 10°® trypomastigotes Dm28 de T. cruzi de forma
intraperitoneal. Desde el dia 60 post-infeccion, fueron tratados con simvastatina 1 mg/Kg o
vehiculo (CMC 0.5%) una vez al dia, por 20 dias. Al dia 80 post-infeccion, los ratones fueron
sometidos a eutanasia y sus corazones fueron recolectados, para extraer ARN total y
realizar andlisis mediante RT-gPCR. (A) Modelo experimental In vivo. (B) Niveles de ARNm
de ROCK-1 y ROCK-2. (C) Inmunohistoquimica de p-MYPT en tejido cardiaco. El grafico
muestra el porcentaje de marca DAB* respecto al area total de cada campo. (D) Niveles de
MRNA de citoquinas. (E) Correlacion lineal entre los niveles de ARNm de ROCK vy
citoquinas. *p<0.05 **p<0.01, analizado por el coeficiente de correlacion de Pearson (r),
(n=15 ratones).
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DISCUSION

La CCC es la manifestacion mas frecuente y severa de la Enfermedad de Chagas.
Se ha llegado al consenso de que la persistencia del parasito en el tejido es crucial
para el desarrollo de la CCC, por lo que los tratamientos antiparasitarios (Bz/NFX)
deberian 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 ningun beneficio cardiovascular en pacientes con CCC [39].

En la blusqueda de nuevas estrategias terapéuticas, se han estudiado distintos
posibles blancos farmacolégicos para encontrar estrategias farmacol6gicas que
faciliten la respuesta del hospedero a la infeccion y mejoren la respuesta a los
antiparasitarios. ROCK-1 y ROCK-2 son serina/treonina quinasas involucradas en
distintos procesos como proliferacion, adhesién, migracion y contraccion celular
[72], pero ultimamente también se les ha atribuido un rol en procesos inflamatorios.
En este trabajo se observo que la infeccion con T. cruzi rdpidamente induce la
activacion de ROCK, y posteriormente aumenta su expresion en un cultivo de
macrofagos. La actividad y expresion de ROCK se ha relacionado con diversas
patologias cardiovasculares. Se ha observado que la expresion y actividad de
ROCK esta aumentada en leucocitos de ratas con hipertension y que existe una
correlacion entre la actividad de ROCK en estos leucocitos y la hipertrofia y fibrosis
cardiaca [112]. En humanos, la actividad de ROCK esta incrementada en leucocitos
de pacientes con hipertensién pulmonar, sindrome metabdlico, sindrome coronario
agudo, diabetes mellitus e insuficiencia cardiaca [113-116] e incluso se ha
encontrado una relacién inversa entre la activacion de ROCK vy la fraccién de
eyeccion en pacientes con insuficiencia cardiaca, por lo que se ha propuesto su
deteccidbn como marcador para identificar pacientes de alto riesgo [115]. Todos
estos antecedentes nos indican que la actividad de ROCK en leucocitos tiene una
funcién en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares que podria estar
también ocurriendo en pacientes con CCC, y por lo tanto su modulacién

farmacoldgica podria prevenir y aminorar su sintomatologia.
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Esta es la primera vez que se estudia la activacion y expresion de ROCK en
macrofagos infectados con T. cruzi, por lo que este es un resultado novedoso.
Incluso, el Unico trabajo publicado hasta ahora que ha relacionado la EC con ROCK
fue realizado en fibroblastos dérmicos (HFF), donde Mott y cols. encontraron que la
infeccion con T. cruzi produce disminucion en la actividad de ROCK respecto al
control a las 24, 48 y 72 horas de infeccién [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
midio6 la actividad de la enzima ya que en el trabajo con fibroblastos se determindé la
actividad a tiempos mas largos cuando es posible que la actividad de ROCK ya vaya

en descenso.

Al igual que en el cultivo de macréfagos U937, T. cruzi aumentd la activacion y los
niveles de ARNm de ROCK-1 en tejido cardiaco de ratones cronicamente
infectados. El aumento en la expresion de ROCK en tejido cardiaco puede estar
relacionado con la disminucion en la funcion cardiaca observada en estos ratones,
como consecuencia de la inflamacion y fibrosis ocasionadas por el parasito [103].
El mismo aumento en la expresion de ROCK-1 se observd en condiciones no
infecciosas, como en un modelo de isquemia-reperfusion [118]. Incluso, en un
modelo murino se observo que la delecién total de ROCK-1 previene la fibrosis
cardiaca inducida por la sobrecarga de presion [119], lo que sugiere que ROCK-1
tiene un rol en el desarrollo de fibrosis cardiaca, la cual es una caracteristica
importante en la CCC. La relacion entre la activacion de ROCK determinada en este
trabajo y el desarrollo de la CCC puede estar determinada por el rol de ROCK en la
sintesis de citoquinas proinflamatorias, pero también con la funcién de ROCK en las
distintas células que conforman el tejido cardiaco. Por ejemplo, la activacion de
ROCK induce la apoptosis e hipertrofia de cardiomiocitos [120], también la
migracion y proliferacion de células de musculo liso vascular en modelos de
hipertension [121], la expresion de genes profibréticos en fibroblastos cardiacos
[122] y la disminucion de la sintesis de NO en células endoteliales [123]. Debido a
que tanto la expresién como la activacion de ROCK fue determinada en el corazén

84



completo, no es posible saber cuél de todas las células que conforman el tejido

cardiaco presentan este aumento.

El mecanismo por el cual el parasito modula a ROCK en macréfagos es
desconocido, sin embargo, puede relacionarse con diversas vias de sefializacion.
Se ha reportado que LPS activa la via RhoA/ROCK mediante la union a TLR4 [124],
un receptor también activado por T. cruzi. Los resultados de esta tesis demuestran
gue la activacién de ROCK inducida por el parasito es mediada, en parte, por TLR4.
Ademas de TLR4, el parasito también activa a TLR2, induciendo la expresion de
citoquinas proinflamatorias [125]. Aunque en este trabajo no se pudo demostrar, es
posible que TLR2 también esté involucrado en la activacién de ROCK inducido por
T. cruzi, ya que se ha observado que la activaciéon de TLR2 con acido lipoteicoico
induce la activacion de RhoA/ROCK en macrofagos humanos, gatillando la
expresion de IL-23, parte del repertorio Th17 [88].

La activacion de ROCK observada como consecuencia de la infeccion con T. cruzi
ocurre a tiempos cortos, al igual que ocurre con la activaciéon de NF-kB [96], que es
un factor de transcripcion importante en la expresibn de mediadores
proinflamatorios. En nuestro modelo, la inhibicion de ROCK impidi6 la fosforilacion
y localizacién nuclear de P65, marcador de activacion de NF-kB, de la misma
manera que hizo el inhibidor de TLR4, TAK-242. Esto sugiere que la activacion de
TLR4 y de ROCK son procesos que ocurren rio arriba de la activacion de NF-kB, lo
gue es consistente con otros reportes [126-128]. Se ha observado que ROCK-1 es
capaz de fosforilar directamente a IKKB en la Ser-177 y Ser-181, produciendo la
activacion de NF-kB [129], por lo que este podria ser el mecanismo de regulaciéon

en nuestro modelo.

Los procesos inflamatorios mediados por citoquinas son determinantes en la
patogénesis y progresion de la CCC [130]. Los linfocitos y macréfagos de pacientes
con CCC secretan mayores niveles de citoquinas proinflamatorias que los pacientes
chagéasicos cronicos asintomaticos [131], por lo que disminuir el ambiente

proinflamatorio se posiciona como una estrategia farmacolégica prometedora en la
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CCC. Durante la fase aguda, la infeccion con T. cruzi gatilla una robusta respuesta
proinflamatoria, importante para el control del parasito. Consecuentemente,
nosotros observamos que la infeccién con T. cruzi aumentd la expresion y secrecion
de citoquinas proinflamatorias, coincidente con diversos estudios in vitro, en los que
se ha identificado que la infeccion con T. cruzi aumenta los niveles de ARNm y
proteina de IL-1pB, IL-6 y TNF-a e IFN-y producidos por macréfagos a tiempos cortos
de infeccion [132, 133]. Este efecto sobre la expresion de citoquinas
proinflamatorias también se ha observado en modelos animales y en pacientes con
CCC [45, 134, 135]. En paralelo a la produccién de citoquinas proinflamatorias, T.
cruzi induce la sintesis de citoquinas regulatorias como IL-10 e IL-4 para prevenir
los efectos dafinos asociados a la estimulacion excesiva del sistema inmune, los
que ademas estan involucrados en procesos de evasion de la respuesta inmune
[136, 137]. En el presente trabajo se determind la expresion de ARNm y niveles
proteicos de 4 marcadores M2 (IL-10, IL-4, Arg-1, TGF-3), de los cuales 3 (IL-10,
Arg-1 y TGF-B) aumentaron sus niveles ante la infeccién con T. cruzi, lo que se

condice con hallazgos in vitro [138] y en pacientes con EC cronica [139].

Para estudiar el rol de ROCK en la sintesis de citoquinas, se utilizo el inhibidor Y-
27632. Las constantes de inhibicion (Ki) de Y-27632 con ROCK-1 y ROCK-2 son
0.22 y 0.3 uM respectivamente, mientras que para otras quinasas como PKN, PKA,
PKCy MLCK es 3.1, 25, 73 y >250 uM respectivamente, lo que le confiere una alta
especificidad [140]. Estas Ki fueron determinadas en ensayos de actividad
enzimatica in vitro, utilizando proteinas Myc-ROCK-1 y Myc-ROCK-2 recombinantes
purificadas. Sin embargo, para estudios en cultivo celular, se demostr6 que Y-27632
10 uM es capaz de inhibir el 100% de la actividad de ROCK [106], por lo que esa

fue la concentracion utilizada en esta tesis.

Ultimamente, el nimero de estudios que muestran la capacidad de ROCK de
modular el sistema inmune ha ido en aumento. En esta tesis, la inhibicion de ROCK
por Y-27632 produjo una disminucion de la expresion y secrecion de los marcadores
M1, un aumento en el ARNm de la mayoria de los marcadores M2 (IL-10, Arg-1,
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TGF-B), y una disminucién de su liberacion al medio de cultivo. Este efecto
antiinflamatorio de la inhibicion de ROCK se ha observado en diversos modelos
tanto in vitro como in vivo. Por ejemplo, He y cols. encontraron que la inhibicién de
ROCK disminuye la inflamaciéon en un modelo de artritis reumatoide, suprimiendo la
sintesis de TNF-a e IL-1p3, pero no IL-10 [128]. Este mismo resultado se observo en
PBMC inducidos con LPS [126] y en macréfagos de ratones administrados con LPS,
en los que Y-27632 produjo una disminucién en la expresion de TNF-a y un aumento
de TGF-B, efecto acompafiado de una mejora en el aclaramiento de células

apoptoticas [141], y de un aumento en los marcadores M2 respecto a la infeccion.

Se ha observado en cultivos de macrofagos, que la activacion de NF-kB inducida
por TLR-4 inhibe al Receptor Activado por el Proliferador de Peroxisomas Gamma
(PPARYy) [142]. El rol de PPARYy en la polarizacion de macréfagos hacia M2 ha sido
ampliamente estudiado en distintas lineas celulares [143]. En modelos murinos de
CCC, se ha visto que los farmacos del grupo de las glitazonas, que son agonistas
de PPARYy, aumentan la expresion de Arg-1, y disminuyen la de TNF-a e IL-6 [144],
reduciendo la inflamacion y fibrosis cardiaca. Ademas, se ha observado, en células
endoteliales y de musculo liso vascular, que pioglitazona y rosiglitazona inhiben la
expresion y activacion de ROCK. A su vez, el inhibidor de ROCK, Y-27632, induce
la activacion de PPARYy, corroborando una regulacién negativa entre ellos [145]. El
aumento en los niveles de ARNm de IL-10 y Arg-1 producida por la inhibicion de
ROCK observada en este trabajo sugiere que ROCK regula de forma negativa a

PPARYy; aunque no fue posible demostrar este hecho en este trabajo.

Al cuantificar la concentracion de las citoquinas liberadas al medio de cultivo, se
pudo observar que la inhibicibn de ROCK disminuy6 la secrecion tanto de los
marcadores M1 como los M2. La secrecion de citoquinas puede ocurrir mediante
una “exocitosis regulada”, en la cual la sefalizacion ligando-receptor gatilla la
liberacidn de vesiculas preformadas, o mediante una “exocitosis constitutiva” la cual
es dependiente de la transcripcion de las citoquinas en el nucleo [146]. Sin embargo,

los macréfagos no contienen vesiculas precargadas con citoquinas, por lo que, en
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estas células, las citoquinas deben ser sintetizadas y liberadas por la via constitutiva
[147, 148]. La via de trafico de vesiculas esta implicada en variados procesos
celulares como motilidad y polaridad celular, en los que distintas Rho GTPasas
estan involucradas. Asi, la expresion de RhoA constitutivamente activa aumenta la
secrecion vesicular en mastocitos, y su inhibicion 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 macrofagos. Los resultados de este trabajo sugieren que
ROCK podria estar implicado en la secrecion de citoquinas tanto M1 como M2, pues
la inhibicién de esta quinasa disminuyé los niveles extracelulares de citoquinas en
ambos fenotipos, lo que es consistente con los estudios respecto a vias de
secrecion de citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a) y antiinflamatorias (IL-10), en
las que se ha observado que tienen la misma via de secrecién [151]. No obstante,
al analizar la relacion entre citoquinas M1 y M2, se encontrd que la inhibicién de

ROCK favorece una polarizacion M2.

Aungue Y-27632 no distingue entre isoformas de ROCK, impidiendo saber cual de
ellas es la implicada en la polarizacién de macréfagos, es posible sugerir que tanto
ROCK-1 como ROCK-2 participan en la polarizacion inducida por T. cruzi, pues se
ha observado que el silenciamiento especifico de ROCK-1 y ROCK-2 previene la

produccion de IL-1B8 en macrofagos [152].

En la actualidad existen farmacos inhibidores de ROCK aprobados para ser usados
en pacientes. En oftalmologia, la inhibicion de ROCK regula la presion intraocular,
mientras que ripasudil (aprobado en Japon) y netarsudil (aprobado en EE.UU.),
ambos inhibidores de ROCK, se utilizan en el tratamiento del glaucoma [153].
Ademas, fasudil esta aprobado en Jap6n y China, pero no por la FDA, para el
tratamiento de vasoespasmo cerebral. El uso de estos farmacos es aun acotado a
ciertas enfermedades y en ciertos paises, y aun falta tiempo para que su uso pueda
ser aplicable a pacientes con EC. Es por esto, que es importante buscar un farmaco
mas ampliamente usado, con seguridad comprobada, que pueda inhibir a ROCK 'y

proveer de una mejora en las caracteristicas clinicas necesarias.
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Las estatinas han sido estudiadas mas alla de su rol como agentes hipolipemiantes.
Estos farmacos inhiben la sintesis de isoprenoides importantes para la funcion de
ROCK. Los resultados de este trabajo comprueban, por primera vez, que
atorvastatina inhibe la via ROCK inducida por T. cruzi. Esta accion de atorvastatina
también se ha observado in vivo e in vitro en diversos modelos como la
aterosclerosis [99, 154], hipertension pulmonar [155] y administracion de LPS en
ratas [156]. El efecto antiinflamatorio de atorvastatina observado en esta tesis
coincide mayormente con el del inhibidor de ROCK, Y-27632. Asi, en presencia de
T. cruzi, ambas moléculas disminuyeron los niveles de ARNm y secrecién de
citoquinas proinflamatorias. El uso de estatinas para la modulacién de citoquinas es
una estrategia previamente utilizada [157, 158], y su efecto antiinflamatorio en
macréfagos ha sido investigado en diversas patologias, especialmente
aterosclerosis, pero no en EC. Este efecto antiinflamatorio en macréfagos se puede
explicar por su capacidad de inhibir la via MyD88/NF-kB, lo que reduce la expresion
de mediadores proinflamatorios [159]. Ademas, la inhibicion de NF-kB inducida por
estatinas esté relacionada con una induccion en la autofagia via Akt/mTORC1 [160,
161], lo que limita la activacion del inflamasoma NLRP3, y, en consecuencia, la
liberacion de citoquinas proinflamatorias [162]. También, se ha propuesto que el
efecto antiinflamatorio de las estatinas se debe a la supresion de la via de
sefalizacion TRIF/IRF3/IFN-B [163], lo que reduce la fosforilacion de STATL,
disminuyendo la expresion de genes proinflamatorios en macréfagos. Tanto MyD88
como TRIF son proteinas adaptadoras de TLRs, importantes en la respuesta
inmune frente a T. cruzi [164]. TLR4 demostr6 estar rio arriba de la activacion de
ROCK en nuestro modelo, y el efecto antiinflamatorio de atorvastatina se atenué en
los macréfagos que expresaron ROCK-1y ROCK-2 CA, lo que comprueba el rol de
ROCK-1 y ROCK-2 en el efecto de atorvastatina sobre la sintesis y liberacion de
citoquinas M1. Este efecto se debe a la importancia de ROCK en la activacion del
factor de transcripcion NF-kB, ya que la inhibicion de la fosforilacién de P65 inducida
por atorvastatina no se observo en las células expresando ROCK-1 y ROCK-2 CA.

Todo esto sugiere que, en la infeccién con T. cruzi, atorvastatina ejerce un efecto
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antiinflamatorio inhibiendo la via TLR4/MyD88/ROCK/NF-kB en macrofagos,

aunque el rol de MyD88 no fue evaluado.

Es interesante destacar que, de los marcadores M2, la atorvastatina sélo incremento
los niveles de ARNm de Arg-1 y TGF-3 en los macrofagos infectados con T. cruzi,
efecto que también fue prevenido por la expresion constitutiva de ROCK-1 y ROCK-
2. Respecto a la secrecidn, no tuvo efecto sobre las citoquinas M2 in vitro, pero
debido a su marcado efecto sobre las citoquinas proinflamatorias, la relacion entre
la secrecion de citoquinas M1 y M2 sugiere favorecer el fenotipo M2. Es més, este
mismo efecto se observé en modelos de macréfagos inducidos con LPS, donde
simvastatina cambia el fenotipo de M1 a M2 [98]. Ademas, atorvastatina promueve
una polarizacién M2 en monocitos humanos, a través de la activacion de PPARy
[100]. Es de resaltar que este aumento de la polarizacion M2 se relaciona con una
prevencion de la CCC [65, 66, 165]. Interesantemente, este efecto de la
atorvastatina fue revertido por la expresion constitutiva de ROCK-1 y ROCK-2,
demostrando la importancia de ambas isoformas de ROCK en el efecto
antiinflamatorio de este farmaco. Si bien anteriormente se ha relacionado a ROCK
con los efectos pleiotrépicos de las estatinas, esta es primera vez que se comprueba
el importante rol de ROCK-1 y ROCK-2 en la modulacién inflamatoria de este grupo

farmacoldgico.

Al igual que atorvastatina, simvastatina ha demostrado inhibir la activacion de la via
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 inhibicion 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 disminuyo la expresion de
ROCK-1 y ROCK-2 en tejido cardiaco, y la activacion de ROCK. ROCK-1 demostro
tener una relacion lineal positiva con la expresion de citoquinas proinflamatorias, y
una relacion lineal negativa con la expresion de citoquinas antiinflamatorias, esto

sugiere que ROCK podria también tener un rol en la inflamacion 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 musculo liso vascular, y células del sistema inmune,
incluyendo macroéfagos, 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 activacion
de NF-kB, inflamacion, fibrosis y mejora la funcién cardiaca [96, 97, 103]. Estos
efectos se producen, en parte, por la produccion de 15-epi-lipoxina A4, un
eicosanoide con efectos antiinflamatorios y pro-resolutorios de la inflamacion
inducido por estatinas y aspirina. Ademas, el afio 2011, Melo y cols. demostraron
gue simvastatina disminuye la inflamacion cardiaca en perros infectados con T.
cruzi. Esta mejora fue acompafada por una disminucién en la concentracion sérica
y ARNm en tejido cardiaco de TNF-a e IFN-y, pero no de IL-10 [171]. Por otro lado,
existe el efecto de las estatinas sobre la polarizacion de macréfagos, que induce
cambios en otros tipos celulares. Se ha observado una correlacion directa entre la
infiltracion de macrofagos M1 e hipertrofia cardiaca en ratones tratados con
angiotensina Il [172, 173], y que las citoquinas M1 activan miofibroblastos, inducen
su proliferacion y promueven el reclutamiento de fibrocitos, induciendo la fibrosis
[174]. Por otro lado, los macréfagos M2 liberan TGF-B y galactina-3, lo que
promueve la reparacion tisular [175]. Esta evidencia indica que las citoquinas tienen
un efecto sobre el dafio en el tejido cardiaco producido en la CCC. Adicionalmente,
ROCK participa en la retraccion de los urépodos, lo que permite la migracion
transendotelial de monocitos in vitro [80], asi como también en el reclutamiento y
migracion de macréfagos in vivo [176]. En ese sentido, el efecto de las estatinas
sobre ROCK es consistente con la disminucién de la infiltracion de macréfagos
observada en tejido cardiaco de pacientes y modelos animales con CCC tratados

con estatinas.

La disfuncion endotelial es uno de los mecanismos fisiopatoldgicos de la CCC. Los
macréfagos y las CEs estan directamente relacionados, y la secrecion de

mediadores de un tipo celular afecta al otro. Es por esto que quisimos estudiar el
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efecto de la polarizacion de macréfagos sobre las CEs. Se ha determinado que los
macrofagos M1 activan al endotelio, aumentando su adhesion [177, 178], pero no
se ha estudiado el efecto que produce la activacion de macréfagos sobre las CEs
en la EC. En este trabajo, el medio condicionado de los macrofagos incubados con
T. cruzi, polarizados hacia un fenotipo M1, aumento la expresion de moléculas de
adhesion celular (CAMs), y la secrecidon de citoquinas marcadoras de activacion
endotelial, junto con la adhesién de CEs a monocitos. De este modo, se comprueba
que no es necesaria la interaccion directa con el parasito para inducir cambios que
puedan conllevar a complicaciones en la CCC. Se ha determinado que la expresion
de citoquinas y quimioquinas como IL-1B, TNF-a, IL-6 y del factor estimulador de
colonias 1 (CSF-1) en las CEs conllevan a alteraciones en su funcion [179]. La IL-
18, producida principalmente por macrofagos, altera las propiedades
antitrombdéticas de las CEs, reduciendo la produccion del factor activador de
plasminégeno, lo que conlleva a la formacion de trombos [180]. A su vez, la IL-18
induce la expresion de IL-6 en CEs y de factores estimuladores de granulocitos y
macréfagos, como M-CSF y GM-CSF, lo que se puede ver reflejado en la alta
poblacion de monocitos en la microvasculatura, resultando en la secrecién de
citoquinas proinflamatorias [68]. Por lo tanto, el fenotipo de macréfagos inducido por
T. cruzi tiene un rol importante en la activacién endotelial observada en la EC, como
se plantea en el modelo propuesto en la Figura 28A. Igualmente, la polarizacion
hacia M2 inducida por atorvastatina mostré una disminucion en la expresion de
CAMs, adhesién a monocitos y secrecion de citoquinas y quimioquinas relacionadas
con activacion endotelial en CEs. Las estatinas han demostrado mejorar
directamente la funcién endotelial en células infectadas con T. cruzi [96], CEs
estimuladas con citoquinas [181], asi como también en otros modelos como
hipercolesterolemia [182]. Sin embargo, este trabajo demostré que las estatinas no
solo tienen un efecto directo sobre la inflamacion y activacién endotelial, sino que
también la previenen indirectamente cambiando la polarizacion de los macréfagos
(Figura 28B).
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Distintas estatinas han sido probadas en estudios con pacientes con
cardiomiopatias, debido a sus efectos pleiotrépicos. De estos estudios clinicos se
ha obtenido distintos y contrapuestos resultados. Por ejemplo, en el estudio de Sola
S y cols. se administré atorvastatina 20 mg/dia o placebo a 108 pacientes con
insuficiencia cardiaca (IC) no isquémica por 12 meses, y se observd que
atorvastatina mejora la funcion cardiaca, y disminuye marcadores inflamatorios
[183]. ElI mismo resultado obtuvo Node y cols, en un grupo de 63 pacientes con
cardiomiopatia dilatada no isquémica, luego de 14 semanas de tratamiento con
simvastatina 10 mg/dia o placebo [184]. Por el contrario, el estudio GISSI-HF
ingres6 7046 pacientes con IC cronica, a los cuales se les administré rosuvastatina
10 mg/dia o placebo, durante aproximadamente 4 afios. Este estudio concluyd que
el tratamiento con la estatina no afecto los resultados clinicos de estos pacientes
[185]. Ademas, el estudio CORONA asigno aleatoriamente a 5011 pacientes con IC
isquémica el tratamiento con rosuvastatina 10 mg/dia o placebo, y observé que
rosuvastatina no disminuye el nimero 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 incluyé 960 pacientes con IC con
fraccion de eyecciéon ventricular izquierda (FEVI) preservada o reducida, los que
fueron seguidos por 9 afios. Este estudio observacional determindé 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 mas leves, los
eventos clinicos pueden modificarse con el tratamiento con estatinas, mientras que,
en las IC avanzadas, la pérdida de la funcion del corazén no mejora con estos
farmacos [187]. Al ser una enfermedad desatendida, no existen estudios clinicos
gue evaluen el efecto de las estatinas en pacientes con EC crénico. Es por esto por
lo que el estudio clinico ATOCHA (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04984616, en
etapa de reclutamiento de pacientes) busca evaluar la seguridad de atorvastatina
en combinacion con la terapia antichagasica, y su eficacia en reducir la inflamacion,
y mejorar la funcién endotelial y funcion cardiaca en comparacion con la terapia

antichagasica por si sola, en pacientes con EC crénico, y CCC en etapa menor a ll.
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De este modo, el tratamiento con atorvastatina, en la fase croénica indeterminada,

permitiria el remodelamiento inducido por la estatina en la CCC.

Cada vez hay mas estudios que sugieren un papel fundamental de ROCK en la
patogenia de las enfermedades cardiovasculares. Se sabe que ROCK media en un
gran numero de funciones celulares y fisiologicas, y que la activacion de ROCK en
los leucocitos humanos se correlaciona con diversas enfermedades
cardiovasculares, por lo que podria usarse como un biomarcador clinico para el
diagndstico y seguimiento de estos trastornos. Este estudio introduce esta via de
sefalizacion como un blanco importante para estudiar mecanismos patogénicos y
nuevas estrategias farmacoldgicas en la EC. De este modo, el desafio a futuro es
entender el rol de ROCK-1 y ROCK-2 en la infeccion con T. cruzi, en modelos
agudos y cronicos, en animales y pacientes. Por lo tanto, la inhibicion de ROCK
mediante los nuevos inhibidores o reposicionando farmacos ampliamente usados,
como las estatinas, podria ser un objetivo terapéutico novedoso y prometedor para

atenuar o prevenir el dafio cardiaco en la CCC.
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Figura 28. Resumen y modelo propuesto. (A) T. cruzi, mediante la activacion de TLR4
activa a ROCK, el que induce la fosforilaciéon y activacion de NF-kB en macrofagos
humanos. La activacién de ROCK gatilla un fenotipo tipo M1, secretando citoquinas que
inducen la activacion y adhesién endotelial. (B) Atorvastatina inhibe la activacion y
expresion de ROCK, lo cual es clave para el efecto antiinflamatorio de la estatina. El cambio
en el fenotipo hacia uno M2 reduce la activacion y adhesion 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 podria relacionar con la

mejora en la inflamacién, fibrosis y funcion cardiaca observado en estos animales.
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CONCLUSIONES

A pesar de llevar mas de cien afios 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 parasito que conlleva a dafio 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 via de ROCK en macrofagos a través del TLR4, ademas
de inducir la expresion 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) secrecién. Se
observo que ROCK regula de forma positiva activacion de NF-kB y la consecuente
expresion de ARNm de los marcadores M1. Por otro lado, los resultados arrojaron
un rol positivo de ROCK en la secreciéon de marcadores M1 y M2, lo que sugiere
gue ROCK patrticipa en la exocitosis de estas citoquinas.

Tanto Y-27632 como atorvastatina disminuyeron la relacion entre la secrecion de
citoquinas M1 y M2, indicando un cambio de fenotipo hacia M2. Ademas, se
demostrd que la inhibicion de ROCK por atorvastatina es un paso crucial en la
inhibicién de NF-kB y el cambio de fenotipo de macréfagos inducido por el farmaco.
Este cambio en la polarizacion redujo la inflamacion y adhesion de células
endoteliales. Finalmente, se demostrd que in vivo simvastatina disminuye la
activacion y expresion de ROCK-1 en tejido cardiaco de ratones con CCC, lo que

se relaciona con el efecto antiinflamatorio del farmaco.

Estos resultados sugieren que, en efecto, la inhibicibn de ROCK por estatinas
promueve la polarizacion tipo M2 en macréfagos infectados con T. cruzi, lo que
reduce la activacion de células endoteliales. Por consiguiente, el uso de inhibidores
de ROCK, como las estatinas, podria ser una propuesta innovadora para prevenir

el dafio producido por citoquinas proinflamatorias en la CCC.
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