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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por Trypanosoma cruzi. Este parésito
desencadena una respuesta inflamatoria que tiende a controlar la infeccion en el
hospedero. Sin embargo, la permanencia del parasito provoca la persistencia de la
inflamacién que finalmente conduce al desarrollo de la Cardiopatia Chagasica Cronica
(CCC). La CCC es consecuencia de alteraciones microvasculares, entre otros
mecanismos. Caracteristicamente, la expresibn de moléculas de adhesién celular
(ECAMs) como ICAM-1, VCAM, y E-selectina, esta aumentada para favorecer el
reclutamiento de células inflamatorias. Es posible mejorar el tratamiento antichagasico
actual modificando algunos aspectos de la fisiopatologia en el hospedero. Asi, se
propone que simvastatina, por sus efectos pleiotrépicos que modulan la respuesta
inflamatoria vascular, podria mejorar la disfuncion endotelial inducida por T. cruzi. Este
efecto estaria mediado por un mecanismo que involucra la produccién de un eicosanoide
proresolutorio de la inflamacién denominado 15-epi-lipoxina A4, que deriva de la ruta
sintética de 5-lipoxigenasa, o también conocido como lipoxinas gatilladas por aspirina.

Se realiz6 un modelo de activacion endotelial, en el que células endoteliales EA.hy926 y
HUVEC fueron previamente tratadas con simvastatina 5 yM o benznidazol 20 uM durante
24 horas, y posteriormente infectadas con T. cruzi por 16 horas. Se observé que ambos
farmacos fueron capaces de prevenir el aumento de la expresion de ECAMs y en
consecuencia, disminuyeron la adhesion celular sin afectar la viabilidad celular ni la
integridad del citoesqueleto. Ademas, este efecto es independiente de su actividad
tripanocida. Por otra parte, ambos fadrmacos bloquearon la activacion de la cascada de
NF-kB y el traslado de p65 al nucleo, pero sélo simvastatina indujo la produccién de 15-
epi-lipoxina A;. Es més, la 15-epi-lipoxina A, fue capaz de disminuir, por si misma, la
expresion de ECAMs.

Se concluye gue simvastatina o benznidazol previenen la activaciéon endotelial, aunque
s6lo simvastatina actia a través de un mecanismo dependiente de la produccion de este
lipido pro-resolutorio de la inflamacion, 15-epi-lipoxina A,. Como la inflamacion y la
disfuncion endotelial tienen un rol pivotal en la patogénesis de la enfermedad de Chagas,
es posible que simvastatina y benznidazol puedan modular el dafio microvascular de la
enfermedad de Chagas. Por lo tanto, en este trabajo presentamos las bases que soportan

el uso de simvastatina en el tratamiento de la Cardiopatia Chagasica.
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SUMMARY

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi. This parasite triggers an inflammatory
response to control host's infection. As the inflammatory response persists, the patients
develop Chronic Chagas Cardiomyopathy (CCC). The CCC is consequence of
microvascular alterations, among others mechanisms. This process is characterized by an
increased expression of Endothelial Cell Adhesion Molecules (ECAMSs) like ICAM-1,
VCAM, and E-selectin, allowing inflammatory cell recruitment. It is possible to improve
the current treatment modifying some aspects of the pathophysiology in the host. Thus, it
is proposed that simvastatin may improve vascular immune response due to their
pleiotropic effects in the modulating inflammatory responses and improve endothelial
dysfunction induced by T. cruzi. This effect would be mediated by a mechanism that
involves the production of a novel pro-resolving lipid, the 5-lypoxygenase derivative 15-

epi-lipoxin A4, which belongs to aspirin triggered lipoxins.

A model of endothelial activation was performed in which EA.hy926 and HUVEC
endothelial cells were pretreated with 5 uM simvastatin or 20 uM benznidazole for 24
hours, and then infected with T. cruzi parasite for 16 hours. It was observed that both
drugs prevented the increase in ECAMs and in consequence, decreases cell adhesion
without affecting the cell viability and cytoskeleton. Thus, the effect is independent of their
trypanocidal activity. Furthermore, both drugs blocked NF-kB activation and they blocked
the transfer of the nucleus p65, and in the case of simvastatin, this effect was mediated by
the production of 15-epi-lipoxin A,. In the other hand, the 15-epi-lipoxin A, was able to
decrease by itself, the expression of ECAMSs.

In conclusion, both drugs prevent the T. cruzi-induced endothelial activation but only
simvastatin acts through a mechanism dependent on the production of this pro-resolving
lipid, 15-epi-lipoxin A4. As the inflammation and endothelial dysfunction have a key role in
the pathogenesis of Chagas disease, simvastatin and benznidazole may modulate the
microvascular damage in Chagas disease. Thus, we provide the bases that support the

future use of simvastatin in the treatment of cardiac Chagas disease.
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l. ANTECEDENTES

La enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis Americana, es una
infeccion sistémica causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Fue descrita
por primera vez por el médico brasilefio Carlos Chagas en el afio 1909. Es transmitida al
ser humano y a mas de 150 especies de animales domésticos y mamiferos, a través de
insectos vectores perteneciente a la subfamilia de los triatominos, que se conoce en Chile
como ‘“vinchuca”, pero también puede ser transmitida por transfusiones de sangre,
trasplantes o verticalmente de madre a hijo. Sin embargo, el riesgo de transmisién por

estas vias es mas bajo que el vectorial [1]

EPIDEMIOLOGIA

La Organizacién Mundial de la Salud ha estimado que en todo el mundo, existen 10
millones de personas expuestas a T. cruzi, concentradas principalmente en América
Latina, donde la enfermedad es endémica. Se calcula que mas de 25 millones de
personas estan en riesgo de contraer la enfermedad de Chagas, y en el afio 2008
murieron mas de 10.000 personas por esta causa [2]. La incidencia de esta enfermedad
ha disminuido en los ultimos 20 afios debido a la erradicacion del insecto vector. Sin
embargo, aun es un problema de salud publica, puesto que la migracién desde zonas
rurales hacia las urbanizadas y desde paises endémicos ha aumentado el numero de
nuevos casos de Chagas en E.E.U.U., Canada y Europa [3-5]. Se estima que en E.E.U.U.
existen 300.000 de personas expuestas a T. cruzi, incluso el impacto de la enfermedad de

Chagas se ha asemejado con las primeras décadas de la epidemia de VIH/SIDA [6].



CICLO BIOLOGICO DE T. cruzi

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, ya que tiene varias etapas de desarrollo, tanto en
el mamifero hospedero como en el insecto vector. Se han descrito 4 formas que adopta

el pardsito para sobrevivir y adaptarse a las condiciones ambientales, que se describen en

la figura 1.
En el triatomino En el hombre
PIcsduIra fel' trlatotrlmr;o Los tripomastigotos metacicllcos
(pa:o 'e“os ! mea: 90 ods Vit penertan en las diferentes células
metaclclicos en'las heces del animal) alrededor de la picadura. En su Interlor
ﬁ > se transfroman en amastigotos
- =
Tripomastigotos metaciclicos @
en el Intestin A ]

Los Los amastligotos
tripomastigotos se multiplican por
pueden Infectar fision binaria en las
otras células y se células de los tejidos
transforman en Infectados
amastigotos Intracelulares

en los nuevos sitios de Infeccion.

Pueden aparecer

los signos clinlcos

. 3 partir de este

ciclo Infeccloso

Multiplicacion en

\el estomago

% Plcadura del triatomino
e (Ingestion de
eEplma stigoto en tripomastigotos)

el estomago

o Los amastigotos Intracelulares
‘ se transforman en tripomastigotos,
A= Iniclode la Infecclon salen de lacélulay despues

- . entran en la circulacion sanguinea
A- Dlagnostico posible 9

Figura 1. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi en el hospedero y en el insecto

vector (adaptado de CDC: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx).



MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas se presenta en dos fases: aguda y crénica, a su vez la fase
cronica se subdivide en fase determinada e indeterminada. La fase aguda puede ser
asintomatica o presentar sintomas inespecificos como estados febriles, escalofrios,
mialgias, erupcion cutdnea y taquicardia. También puede presentarse una lesion
inflamatoria en la zona de entrada del parasito denominada chagoma, edema periorbitario
unilateral (Signo de Romafia), conjuntivitis, entre otros [7]. Estos sintomas pueden durar
de 4-8 semanas, mientras que la fase cronica puede durar toda la vida. La muerte en la
fase aguda ocurre en un 5-10% de los casos sintométicos, como resultado de una

miocarditis severa y meningoencefalitis [1].

En la fase crénica, se presenta la forma indeterminada o latente que se caracteriza por
no presentar manifestaciones pero con serologia positiva, y el 30% de los individuos
infectados la desarrolla, cursa con ausencia de parasitos en sangre pero involucra
manifestaciones graves tales como megaeso6fago, megacolon y cardiopatia, que pueden

ser letales [1,7].

Durante la infeccién aguda existe un aumento de parasitos en sangre que en contacto con
las células del sistema inmune desencadenan una respuesta inflamatoria, con el fin de
controlar la replicacién del parasito. Si esta respuesta inflamatoria persiste por un tiempo
prolongado, se da paso a la fase crénica de la enfermedad, en la cual hay ausencia de

parasitos en sangre, pero estos ya han invadido 6rganos y tejidos [8,9].



PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Respuesta en el hospedero

Los mecanismos especificos asociados a la etiopatogenia de la enfermedad son
multifactoriales e involucran tanto al parasito, como al hospedero. Asi, estudios en
modelos experimentales de infeccidén por T. cruzi sugieren gue un mecanismo patogénico
importante se desencadena a partir de la respuesta inmunoldgica innata. Esta respuesta
ocurre una vez que el parasito infecta células nucleadas, como macréfagos. Estas células
liberan interleukina 12 (IL-12) que favorece la liberacion de interferon y (INF-y) desde las
células Natural Killer (NK). Ademas, INFy asociado al factor de necrosis tumoral a (TNF-
a), induce la expresién de la enzima éxido nitrico sintasa inducible, lo que favorece la
liberacion de 6xido nitrico (NO’), que al reaccionar con perdxido de hidrogeno, genera

peroxinitrito (ONOQ), anién altamente toxico para el parasito [10-12].

Por otro lado, este mecanismo de defensa puede ser perjudicial para el hospedero, pues
si persiste la inflamacién inducida por el parasito, la enfermedad puede evolucionar hacia
la fase crénica. En todo caso, el parasito encuentra la forma de evadir al sistema inmune,
induciendo mecanismos inmunosupresores mediados por el factor de crecimiento B (TGF-
B). TGF-B inhibe la secrecion y actividad de IFN-y e inhibe la expresion de la iNOS,
disminuyendo la capacidad tripanocida de los macréfagos y generando un ambiente
favorable para su replicacién intracelular y posterior diseminacion por el organismo.
Durante este mismo proceso, TNF-a, proveniente de macréfagos activados, induce
apoptosis en linfocitos T. La fagocitosis de estos cuerpos apoptéticos junto con los
paréasitos fomenta la produccion de TGF-B y también de prostaglandinas, lo que potencia

la inhibicién de la INOS y aumenta la produccion de poliaminas en el macréfago. Estas
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poliaminas son necesarias para que el parasito sintetice tripanotion, principal tiol
antioxidante en tripanosomatidos y por tanto, se ve favorecida la proliferacién del parasito

[13]

La persistencia del parasito en el hospedero, favorecida por una respuesta inmune tipo 2
(Tw-2), genera un estado inflamatorio de baja intensidad [12]. De esta manera, a lo largo
de muchos afios, se produce dafio estructural en diversos érganos llevando a aparicion de

las manifestaciones caracteristicas de la fase cronica sintomatica.

Patogénesis de la cardiopatia chagéasica

La cardiomiopatia chagéasica cronica (CCC) es la forma mas grave de la enfermedad y la
que se presenta en el 90% de los pacientes que presentan sintomatologia durante esta
fase [14]. La CCC cursa con arritmias complejas, falla cardiaca, tromboembolismo vy
muerte subita. Los mecanismos fisiopatolégicos aun no se han descrito completamente.
Sin embargo, evidencia en animales y seres humanos sugieren 4 mecanismos
involucrados: La disautonomia cardiaca, alteraciones microvasculares, dafio miocardico

dependiente del parasito, y lesion miocardica mediada por la respuesta inmune [16].

En ratones BALB/c infectados con T. cruzi se ha observado el desarrollo de una
cardiopatia similar a la de humanos, con cardiomegalia macroscdpica, con dilatacion de
los ventriculos y aneurismas apicales del ventriculo izquierdo. A nivel microscépico se
observaron focos de necrosis miocitolitica, infiltrado linfomononuclear asociado a fibrosis
intersticial y pseudoquistes ocasionales [16], o que indica un dafo inflamatorio severo.
Este dafio puede ser atribuible a cualquiera de los mecanismos mencionados. Sin

embargo, en los vasos epicardicos e intracérdicos pequefios se han detectado agregados



plaquetarios formando trombos oclusivos, debido a la liberacion de sustancias
vasoconstrictoras, tales como tromboxano A, (TXA,) y factor activador de plaguetas (PAF)
[16,17]. Estos eventos resultan en la mionecrosis, miocitolisis y vasculitis observadas en

la CCC, demostrando la participacion del dafio microvascular [7,15].

Dafio microvascular

El resultado de la constante inflamacién, isquemia y necrosis en el tejido cardiaco es un
proceso de remodelamiento miocéardico que conduce al adelgazamiento de la pared y
posterior formaciébn de aneurismas apicales. Ademas se presenta miocitolisis Yy
mionecrosis, resultado de la lisis de células infectadas, tras la diferenciacion de
amastigotes en tripomastigotes sanguineos y su posterior salida al torrente sanguineo. La
necrosis a su vez, es el resultado de vasoespasmos locales en la microvasculatura
coronaria que producen un dafio de hipoperfusion, seguido de reperfusion. Por su parte,
el remodelamiento cardiaco implica cambios estructurales asociados al reemplazo de
cardiomiocitos por tejido fibroso, y la acumulacion de colageno extracelular alrededor de
estas fibras, engrosando la membrana basal. Estos cambios son irreversibles y conducen

a las alteraciones estructurales y funcionales del corazoén. [7].

En la dltima década se ha estudiado con gran interés, la participacion de la vasculatura en
la CCC, ya que los tripomastigotes para acceder al tejido cardiaco deben atravesar la
monocapa endotelial, las células musculares lisas vasculares y areas intersticiales de la
vasculatura. Por tanto, dado que la vasculatura comprende el 34% del miocardio es

razonable especular que la interaccién del parasito y el endotelio es importante en la



patogenia de la infeccion [18]. Ademas existe evidencia de presencia de amastigotes en
las células endoteliales de la microvasculatura coronaria antes que la parasitemias sea
detectada, lo que sugiere que el endotelio coronario podria ser un blanco inicial de la

infeccion [19].

Disfuncién endotelial en el dafio microvascular

El endotelio juega un rol importante en la inflamacion, ya que regula el tono vascular, la
hemostasia y la permeabilidad de macromoléculas y leucocitos. El proceso en el cual el
endotelio comienza a participar en la inflamacion es denominado “activacion endotelial”, y
se caracteriza por un aumento de la expresion de moléculas de adhesion celular (CAMs) y
tono vascular, a través de la liberacion de endotelina-1 (ET-1). Ademas, el endotelio
activado promueve la agregacion plaquetaria y la coagulacion a través de la liberacion de
TXA, y factor de Von Willebrand [20]. La disfuncién endotelial caracteristica en la infeccién
con T. cruzi se evidencia microscépicamente a través de inflamaciéon y puntos de
discontinuidad citoplasmaticas (que corresponderian a la exposicibn de colageno
subendotelial), asociado a agregados plaquetarios y fibrina, lo que podria afectar la
generacion de sustancias vasoactivas [18]. Estudios in vivo e in vitro, indican que la
infeccion del endotelio resulta en la expresién de citokinas pro-inflamatorias y CAMs.
Ademas, la infeccién de células endoteliales (ECs) activa al factor nuclear kB (NFkB)
contribuyendo a la induccién de la expresion de citokinas y moléculas de adhesion en el

endotelio [21].



Rol de la senalizacion de NFkB en |la disfuncién endotelial.

La primoinfeccion de macréfagos, con su posterior activacion, se inicia con la unién de
glicoproteinas de la superficie del parasito al receptor Toll-like Receptor 4 (TLRA4),
presente en macréfagos. Esta interacciobn gatilla una cascada de sefalizacién
intracelular, que involucra la fosforilacion de las kinasas activadas por mitégenos (MAPK),

y la activaciéon del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

células B activadas (NFkB) [24].

El complejo NFkB es un factor de transcripcion y estad formado por 5 subunidades que
dimerizan dependiendo del gen que van a controlar. En las células endoteliales, el
heterodimero p50/p65 une a kB a la secuencia consenso del gen de las CAMs para
activar su transcripcion [23]. En estado inactivo, NFkB esta formando un dimero que le
impide trasladarse al ndcleo, ya que es retenido en el citoplasma por la familia de
inhibidores de NFkB (IkB) [24]. Ante un estimulo proinflamatorio, IkB puede ser
fosforilado por el complejo IkB kinasa (IKK). La fosforilacion de IkB es una sefial de
ubiquitinizacién, por lo que IkB es degradada en el proteosoma [25, 26]. De esta manera,
la subunidad p50/p65 de NFkB queda libre y es trasladada al nudcleo, para aumentar la
expresion de quimioquinas, CAMs y citokinas involucradas en la respuesta inflamatoria.
Para la activacion de NFkB, es necesaria la fosforilacion del complejo IKK. IKK es
fosforilada por diversas kinasas como MAP/ERK kinasa kinasa 1 (MEKK1) o por

autofosforilacion [26].

Se ha reportado que en la infeccion de macréfagos con T. cruzi, existe una liberacién de

citokinas pro-inflamatorias inducidas por la activacion de NFkB, que facilitan la invasion



del parésito a otros tipos celulares [27]. Ademas se ha demostrado que la expresion de E-

CAMs, citokinas e INOS es regulado a través de la activacion de NFkB [28].

Rol de las moléculas de adhesién celular en la disfuncién endotelial.

Cuando el endotelio es activado, a través de NFkB, aumenta la expresion de CAMs, ya
que los mecanismos de defensa del hospedero, tales como el reclutamiento y activacion
de las células inflamatorias dependen de procesos de comunicacion célula-célula,
expresadas en la superficie del endotelio vascular. Estas CAMs incluyen a la molécula de
adhesion intracelular-1 (ICAM-1), molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1) y la
selectina endotelial (E-selectina), entre otras. Algunas de estas se pueden encontrar en
forma soluble, ya que luego del clivaje proteolitico o por splicing alternativo pueden ser
liberadas al torrente sanguineo [29]. Las E-CAMs afectan la permeabilidad a
macromoléculas, expresion de proteinas de superficie y reclutamiento de leucocitos, y por
tanto pueden ser medidas como marcadores de activacion endotelial. Por otra parte,
existe evidencia que la expresion de E-CAMs aumenta durante la infeccion por T. cruzi y
se correlacionan con la severidad y etapa de la enfermedad chagasica, regulando el
reclutamiento de células inflamatorias, cuya persistencia determina la evolucién de la

cardiomiopatia chagasica [30].

Por lo tanto, el estudio de la activacién endotelial, a través de la expresion de moléculas
de adhesion via NFkB, es un blanco de interés para el tratamiento de la disfuncion

endotelial en la cardiopatia chagasica.



Tratamiento farmacoldgico de la enfermedad de chagas

El tratamiento farmacologico se basa en el uso de benznidazol o nifurtimox, ambos
fAmacos son prodrogas, ya que son activados por una nitroreductasa | (NTR-I)
dependiente de NADPH. Esta actividad enzimatica implica la reduccion de dos electrones
del grupo nitro, generando un derivado de hidroxilamina. Esta reaccion es oxigeno-
insensible, es decir no genera especies reactivas de oxigeno sino metabolitos altamente
toxicos para el parasito. El metabolito mas importante del benznidazol es el 4,5
dihidroximidazol. La ruptura de este metabolito libera dialdehido-glioxal, que en presencia
de guanosina, genera aductos de guanosina-glioxal que alteran la estabilidad del ADN y
por tanto la viabilidad del parasito [31,32]. Aparentemente, este mecanismo es clave en la
actividad tripanocida del farmaco. Estos farmacos han demostrado ser efectivos en un
80% en la fase aguda y en un 20% en fase crénica, reduciendo la severidad de los
sintomas y disminuyendo la agresividad de la enfermedad [33,34]. Sin embargo, no curan
el 100% de los casos, presentan graves efectos laterales, algunas cepas son resistentes,

son de alto costo y poco accesibles para los pacientes [34].

Actualmente, en muchos paises se utiliza como primera linea terapéutica benznidazol, ya
que ha demostrado ser mejor en disminuir la carga parasitaria in vitro, in vivo y en
pacientes crénicos [34]. Ademas, benznidazol ha mostrado menor incidencia de efectos
adversos y menor costo economico. En Chile se comercializa nifurtimox, pero este
farmaco ya estd en retirada y recientemente se ha icorporado benznidazol al arsenal

terapéutico.

Lamentablemente, ambas drogas producen dafio al hospedero tales como: cefalea,

dermatitis, prurito, fiebre, parestesias, neuropatias periféricas y convulsiones, que
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provocan el abandono de la terapia [34]. Por tanto, es necesario buscar nuevas
estrategias farmacoldgicas que incrementen la actividad tripanocida de estos farmacos.
Una de estas estrategias estad orientada al manejo de la respuesta inflamatoria del
hospedero a través de inhibidores de la sintesis de eicosanoides o moduladores de la

respuesta inmune, mejorando asi la respuesta antiparasitaria del hospedero.

Previamente, en nuestro laboratorio demostramos que aspirina un farmaco ampliamente
utilizado, fue capaz de modular la disfuncién endotelial previniendo el dafio cardiaco en
un modelo de infeccidn crénica. Ademas, se evidencio la participacion de 15-epi-LXA, en
el efecto modulador de la respuesta inmune de aspirina [35-36]. Por otro lado, se han
descrito otros grupos de farmacos que podrian tener un efecto beneficioso en la CCC,
como las estatinas. Las estatinas son farmacos hipolipemiantes, cuyo mecanismo de
accion mas descrito es la inhibicion de la HMGCOoA reductasa, enzima limitante de la
sintesis del colesterol. Sin embargo, se han descrito efectos independientes de su
capacidad para inhibir la sintesis de colesterol. Estos efectos son denominados efectos
pleiotropicos e incluyen acciones tales como la inhibicion de la agregacion plaguetaria
[37], reduccion de la inflamacidon en el endotelio vascular [38], y aumento del flujo

coronario [39], entre otros.

Estudios en células endoteliales, han demostrado que atorvastatina y simvastatina
pueden atenuar la expresion de E-CAMs, reduciendo el reclutamiento de células
inflamatorias [40,41]. No obstante, existen otros autores que proponen que las estatinas
pueden reducir la inflamacion a través de la produccion de un potente eicosanoide
antinflamatorio denominado 15-epi-Lipoxina A, ((5S, 6R, 15R)-5, 6,15-trihidroxi-7, 9,13-

trans-1 1-acido ciseicosatetraenoico) (15-epi-LXA,). Este 15-epi-LXA,; es un prostanoide
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descrito como un producto alternativo de la actividad de COX-2, caracterizado tras la

acetilacion de COX-2 por aspirina [42,44].

Sin embargo, existen otras modificaciones de COX-2 que también podria dar cuenta de la
generacion de 15-epi-LXA,, por ejemplo la INOS puede modificar a la COX-2, a través de
una S-nitrosilacion en la cisteina 526 de COX-2. Esta modificacion activa
enzimaticamente a la COX-2 para generar prostaglandina H, (PGH, y acido 15-
hidroxieicosatetraenoico  (15-R-HETE), precursores de PGE, y 15-epi-LXA,
respectivamente. Consecuentemente, las estatinas inducen un aumento en la expresion

de COX-2 e iNOS [43].

La sintesis de 15-epi-LXA,; también depende de la actividad de la 5-lipooxigenasa (5-LO).
En ese sentido, se ha descrito que las estatinas activan a la proteinkinasa A (PKA), que
fosforila a la 5-Lipooxigenasa (5-LO). Cuando 5-LO se encuentra fosforilada, no migra
desde el citosol a la membrana perinuclear. Esta translocacién es esencial para que
interactie con la fosfolipasa A2 citosélica (cPLA2) y asi generar leucotrienos. Por el
contrario, si la 5-LO permanece en el citosol, interactia con la COX-2 para producir 15-
epi-lipoxinas. De esta forma, las estatinas impiden la migracion de la 5-LO
redireccionando la ruta biosintética, para generar eicosanoides antinflamatorios en vez de

eicosanoides proinflamatorios como se muestra en la figura 2 [43].
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Figura 2. Ruta biosintética del5-epi-lipoxinas. Se muestra el switch que generan las

estatinas, activando a PKA y aumentado la actividad de la iINOS, que S-nitrosila a la COX-

2 para generar el precursor 15R-HETE, el cual es clivado por la 5- LO fosforilada por PKA

para generar 15-epi-LXA, [43].
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La 15-epi-LXA, actla a través de un receptor de 7 dominios de transmembrana acoplado
a proteina G (FPR2/ALX) inhibiendo la quimiotaxis, induciendo la actividad de la eNOS,
inhibiendo la adherencia y transmigracion de neutréfilos, y mejora la fagocitosis de
leucocitos apoptoticos. La 15-epi-lipoxina A, también inhibe la produccién de IL-6, TNF-a
e IL-8. Finalmente, estudios en células microgliales demuestran que 15-epi-LXA, inhibe la

activacion de NFkB, ERK1/2 y p38 [45].

Por otra parte, estudios previos han evaluado el efecto tripanocida de las estatinas
asociado a la inhibicion de la sintesis de ergosterol en el parasito, ya que éste es esencial
para la sobrevivencia en los diferentes ciclos de vida. Algunos autores han observado
disminucion del crecimiento en epimastigotes aislados, disminucién en la capacidad de
infectar células mamiferas y disminucion de las parasitemias in vivo [47-50]. Por lo tanto,
estos antecedentes son claves en la hipétesis que simvastatina podria modular la

fisiopatoldgica de la CCC.

En resumen, la patogénesis de la cardiopatia chagasica crénica involucra diversos
mecanismos, incluyendo el dafio microvascular que explica el dafio miocardico por
isquemia y que al parecer comienza con la infeccion a nivel endotelial. Ademas, durante la
infeccion con T. cruzi, se activa la cascada de sefalizacion de NFkB, promoviendo la
expresion de quimokinas y citokinas pro-inflamatorias y posterior reclutamiento de células
inflamatorias, a través del aumento de expresiéon de CAMs. A esto, se suma la evidencia
de que benznidazol y estatinas inactivan a NFkB [46,51], disminuyendo la expresion de
CAMs y citokinas pro-inflamatorias. Ademas se sabe que las estatinas pueden generar
15-epi-lipoxinas, un potente antinflamatorio que participa en la inactivacion de NFkB. Asi,

se concluye que la funcién endotelial en la infecciébn con T. cruzi puede mejorar en
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presencia de estos farmacos, juntos o por separado, ya que ejercen un mecanismo

similar.

Pocos estudios han descrito el rol de las estatinas durante la inflamacion gatillada por T.
cruzi. En modelos de cardiopatia aguda y cronica se observdé que la simvastatina
disminuyd la inflamacion cardiaca y algunos mediadores inflamatorios [52,53]. Sin
embargo, no se conoce el efecto de estatinas y benznidazol sobre la actividad endotelial
en la infeccién por T. cruzi, ni tampoco los mecanismos moleculares involucrados. Por lo
tanto, en la busqueda de una estrategia terapéutica que permita mejorar la eficacia clinica

de benznidazol se plantea la siguiente hipétesis.
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Il HIPOTESIS

El tratamiento con simvastatina o benznidazol disminuye la adhesion celular, a través, de
la disminucién de la expresion de moléculas de adhesion mediada por la produccion de
15-epi-LXA; en un modelo de activacién endotelial humana inducido por Trypanosoma

cruzi.
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[I. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar, en células endoteliales EA.hy926 activadas por la infeccibn con Trypanosoma
cruzi, el efecto de simvastatina o benznidazol sobre la adhesion celular, la expresion de

ECAMs y la sefializacion involucrada en este efecto.

OBJETIVO ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de simvastatina o benznidazol sobre la expresiébn de moléculas
de adhesion celular como VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina en la superficie de
células EA.hy926, en contacto con el parasito y durante la multiplicacion

intracelular.

2. Evaluar el efecto de simvastatina o benznidazol sobre la adhesién celular entre

células HL-60 y EA.hy926 infectadas con T. cruzi.

3. Evaluar el efecto de simvastatina o benznidazol sobre la sefalizacion de NFkB en

un modelo de activacion endotelial por T. cruzi.

4. Determinar la produccién y participacion de 15-epi-lipoxina-A, inducida por

simvastatina en células EA.hy926 infectadas por T. cruzi.

5. Evaluar el efecto de 15-epi-lipoxina A, sobre la sefalizacion de NFkB y la

expresion de ECAMs en este modelo de infeccién endotelial con T. cruzi.
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V. MATERIALES Y METODOS

Lineas Celulares

Células EA.hy926 (ATCC® CRL2922™): presentan funciones caracteristicas de células
endoteliales de vena umbilical humana, producto de la fusion de células de vena umbilical
humana primaria con un clon de A549 resistente a tioguanina y expuesta a polietilenglicol.
Los clones hibridos fueron seleccionados en medio HAT por la expresion del factor VIII.
Las células fueron cultivadas con Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM, Biological
industries # 01-058-1) suplementado con suero fetal bovino al 10% viv vy

PenicilinaG/Estreptomicina sulfato (100 U/mL/100 mg/mL), a 37°C y 5% de CO,.

Células HL-60 (ATCC® CCL240™): linea celular promielocitica derivada de leucemia
humana descrita por.J. Collins et al [44]. Las células fueron cultivadas con Iscove's
Modified Dulbecco's Medium (IMDM, Biological industries # 01-058-1) suplementado con
suero fetal bovino al 10% v/v y PenicilinaG/Estreptomicina sulfato (100 U/mL/100 mg/mL),

a 37°C y 5% de CO,

Células HUVEC (C-015-10C, Cascade Biologics™ Invitrogen): son células endoteliales
primarias de vena umbilical de mdultiples dadores. Las células fueron cultivadas en
Medium 200 (Gibco® M-200-500) suplementado con LSGS (Low serum growth
supplement: Fetal bovine serum 2%v/v; Hidrocortisona 1ug/mL; Factor de crecimiento
epidermal 10 ng/mL; Factor de crecimiento para fibroblastos 3 ng/mL y Heparina

10pg/mL) (Gibco® S-003-10).
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Obtencidon de parasitos

Los tripomastigotes de T. cruzi (clon Dm28c), fueron obtenidos de los sobrenadantes de
cultivos de EA.hy926 previamente infectados en una relacién células: parasito 1:5.
durante 24 horas. Al cuarto dia post-infeccion, los tripomastigotes liberados fueron

recolectados para evaluar viabilidad y conteo para las siguientes infecciones.

Ensayo de viabilidad celular

Se utiliz6 el ensayo de reduccion de sales de tetrazolio [54]. Se sembraron 2,5x10° células
EA.hy926 o HUVEC en una placa de 96 pocillos y se mantuvieron con medio fresco
durante 12 horas. Posteriormente se incubaron con concentraciones crecientes de
simvastatina (1 - 500 pM, Sigma-Aldrich, USA) y benznidazol (0,5 - 100 uM, Roche USA)
durante 24 horas, el mismo disefio se aplic6 para las células HL-60. Para los
tripomastigotes aislados se sembraron 1x10° por pocillo y se incubaron con similares
concentraciones de simvastatina durante 24 horas. Luego, las células y parasitos fueron
lavados y se agreg6é a cada pocillo 100 yL de MTT o MTT-fenazina (5 mg/mL — 0,22
mg/mL, Sigma-Aldrich, USA) en medio sin rojo fenol. La incubacion se realiz6 durante 2
horas para las células y por 4 horas para los parasitos a 37°C. Al término de este tiempo
se agregaron 100 pL de solubilizante (SDS 10% en HCI 0,01 M). Las placas fueron
incubadas toda la noche a 37°C. La densidad 6ptica fue determinada a través de un lector

de microplacas (Labsystems Multiskan MS, Finlandia) a 570 nm.

Para el ensayo de viabilidad por incorporacién de loduro de propidio, se sembraron 3x10°

células EA.hy926 o HUVEC y 5x10° parasitos en placas de 24 pocillos y se incubaron con

19



simvastatina en las mismas concentraciones que en el ensayo de MTT durante 24 horas.
Luego se agreg6 2 pL de ioduro de propidio a 10,5 mg/mL a cada pocillo e
inmediatamente las células se homogenizaron suavemente para analizar por citometria de

flujo.

Expresion de ECAMs por citometria de flujo

Se sembraron 5x10° células EA.hy926 o HUVEC en placas de 6 pocillos por 12 horas,
luego fueron lavadas y se agregaron los parasitos aislados de T. cruzi en una relacion
célula: paréasito de 1:10 y se evaluo la cinética de activacion endotelial durante 2, 4, 16,
24, 48 y 72 horas. Para la evaluacién del efecto farmacolégico, las células fueron pre-
incubadas con simvastatina a 1, 5y 10 uM y benznidazol a 1, 10 y 20 yM en DMSO al
0,1% concentracion final, durante 24 horas, luego se lavaron y se infectaron con parasitos
aislados de T. cruzi en una relacion célula: parasito 1:10 durante 16 horas. Después de
lavar con PBS frio, las células se desprendieron con una solucién de EDTA-PBS 1X a 0,5
mM, y tras lavarlas 2 veces con Buffer Staining flow cytometry frio se incubaron con
anticuerpos monoclonles de ratdén contra E-selectina; ICAM-1 y VCAM-1 conjugados con
PE; FITC y APC respectivamente (Biolegend®). La fluorescencia asociada a la superficie

celular fue detectada por citometria de flujo (FACSaria Il, BD technologies).
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Expresion de ECAMSs por inmunofluorescencia indirecta

Se sembraron 2x10* células EA.hy 926 en camaras Lab-Tek® Il Chamber Slide™ por 12
horas, luego se incubaron con simvastatina 5 UM y benznidazol 20 uM durante 24 horas.
Al término de este tiempo se agregaron tripomastigotes aislados de T.cruzi en la relacién
1:10 durante 16 horas. Posteriormente las células fueron lavadas y fijadas con
paraformaldheido 4% durante 10 minutos, después de lavar las células fueron bloqueadas
con suero albumina bovino al 3% durante 1 hora e incubadas con los anticuerpos contra
E-selectina 1:100 (sigma-aldrich® #9555), VCAM-1 1:250 (abcam® #ab134047) e ICAM-1
1:100 (abcam® #ab53013) a 4°C durante toda la noche. Luego, las células fueron lavadas
3 veces y se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado a FITC (sigma-aldrich®
#F0257-F0382) en una dilucion de 1:100 durante 1 hora a temperatura ambiente y en
oscuridad. Luego fueron lavadas e tefiidas con DAPI (kit NucBlue™ Fixed Cell Stain,
Molecular Probes®, Life technologies, USA ) por 5 minutos y finalmente se agreg6é medio
de montaje (Dako® Fluorescence Mounting) para su analisis por microscopia de
epifluorescencia (Nikon Eclipse 400). Las imagenes fueron analizadas utilizando el

software ImageJ (ImageJ 1.47v).

Expresion de ECAMs total por Western blot

Se sembraron 5x10° células EA.hy926 en placas de 6 pocillos durante 12 horas, luego
fueron tratadas con simvastatina y benznidazol durante 24 horas previo a la incubacion
con parasitos aislados de T. cruzi en una relacion célula: parasito 1:10 durante 16 horas.

Posterior a este tiempo, las células fueron lavadas con PBS, raspadas y lisadas con 100
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uL de Buffer RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay, Millipore Corporation, USA) mas
inhibidor de proteasas y fosfatasas. Posteriormente fueron centrifugadas (10.000xg por 15
minutos) y las proteinas totales fueron cuantificadas por el método de Lowry [55]. Las
proteinas extraidas fueron mezcladas con buffer de carga (10% SDS, 50% glycerol, 0.5 M
Tris, 0.1% bromphenol blue, and 1 M dithiothreitol, pH 6.8) y se cargaron 50 ug de
proteina total en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%. La electroforesis fue realizada a
voltaje constante (100 Volts durante 90 minutos) y la transferencia a amperaje constante
(400 mA por 80 minutos) en una membrana de nitrocelulosa. Luego de comprobar la
transferencia con rojo ponceau, la membrana fue bloqueada con BSA al 3% en TBS-T
0,1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar 3 veces con TBS-T por 5
minutos, las membranas fueron incubadas con anticuerpos primarios de contra E-selectin
(1:1000) y a-Tubulina (1:10.000) de Sigma-Aldrich; ICAM-1 (1:2000) y VCAM-1 (1:1000)
from Abcam®; p-IKK (1:1000); IKK (1:1000); p-IKB (1:1000) y IKB (1:1000) de Cell
signaling® , durante toda la noche a 4°C. Luego las membranas fueron lavadas 3 veces
con TBS-T e incubadas con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo o ratén
conjugado a HRP (1:5000 o 1:2000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
membranas fueron desarrolladas a través de quimioluminiscencia usando Lumminata
forte® (Millipore Corporation, USA). Para cada incubacion, los anticuerpos fueron
removidos de la membrana de nitrocelulosa utilizando Mild stripping™ (Millipore, USA )
por 10 minutos. Los films desarrollados fueron escaneados y la densitometria de las

bandas fue analizada usando el software ImageJ (ImageJ 1.47v).
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Determinacidon de amastigotes intracelular

Se sembraron 2x10* células EA.hy 926 en camaras Lab-Tek® Il Chamber Slide™ por 12
horas, luego se agregd medio fresco con las distintas concentraciones de simvastatina y
benznidazol durante 24 horas. Posteriormente se agregaron tripomastigotes aislados de
T.cruzi clon Dm28c en la relacién 1:10 por 16 horas. Las células fueron lavadas para
eliminar los paréasitos que no ingresaron y se mantuvieron con medio fresco hasta las 72
horas, tiempo al cual las células fueron fijadas con metanol frio toda la noche a 4°C.
Posteriormente, fueron lavadas con PBS y tefiidas con DAPI (kit NucBlue™ Fixed Cell
Stain, Molecular Probes®, Life technologies, USA) por 5 minutos, finalmente se agrego
medio de montaje (Dako®, DakoCytomation, Dinamarca) y se analizaron por microscopia
de epifluorescencia (Nikon Eclipse 400). Las imagenes fueron analizadas utilizando

MATLAB software.

Ensayo de integridad de citoesqueleto

Se sembraron 2x10* células EA.hy 926 en camaras Lab-Tek® Il Chamber Slide™ por 12
horas. Luego fueron incubadas con simvastatina 1, 5, 7.5 y 10 yM durante 24 horas. Al
término, las células fueron lavadas una vez y fijadas con paraformaldehido al 3,7% en
PBS por 10 minutos. Luego fueron permeabilizadas con buffer de permeabilizacién (F-
Actin Visualization Biochem Kit™, Cytoeskeleton, USA) por 5 minutos, se lavaron e
incubaron con Faloidina conjugada a isotiocianato de tetrametilrodamina (F-Actin
Visualization Biochem Kit™, Cytoeskeleton, USA) por 30 minutos para ser visualizadas
por microscopia de epifluorescencia (Nikon Eclipse 400). Las imagenes fueron analizadas

utilizando ImageJ software (ImageJ 1.47v).
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Ensayo de adhesion celular

Para determinar la adhesién se utilizd un kit CytoSelect™ Leukocyte-Endothelium
Adhesion Assay, Cell Biolabs, (CBA-210; Cell Biolabs). EA.hy926 o HUVEC semi-
confluentes fueron sembradas en placas de 96 pocillos y tratadas con simvastatinaa 1, 5
y 10 uM y benznidazol a 1, 10 y 20 yM en DMSO al 0,1% concentracion final. Después de
24 horas de incubacion se agregaron parasitos aislados de T. cruzi en una relacién 1:10
durante 16 horas. Por otro lado, los leucocitos (células HL-60) fueron marcados con Leuko
Traker® por 1 hora. Posteriormente se co-incubaron las células endoteliales con los
leucocitos marcados por 90 minutos. Al término de este tiempo cada pocillo se lavé para
remover los leucocitos que no se adhirieron y se lisaron las células para medir la
fluorescencia a 480 nm excitacion/520 nm emision. El porcentaje de leucocitos adheridos
fue calculado como: % adherencia = sefial adherencia/sefial total. Todas las
determinaciones fueron realizadas por triplicado utilizando un lector de placa con filtro de

fluorescencia (Varioskan, Thermo Scientific®).
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Determinacion de 15-Epi-Lipoxina A4

1. Ensayo de ELISA: Se sembraron 8 X 10° células EAhy926 cells en placas de 6 pocillos.
Las células fueron tratadas con simvastatina por 24 horas e infectadas con
tripomastigotes de T. cruzi en una relacion de 1:10 (célula:tripomastigotes) por 16 horas.
Posteriormente los sobrenadantes fueron evaluados para determinar la concentracion de
15-epi-LXA, por BioAssay ELISA Kit (USBiological, USA) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

2. Determinacion por espectrometria de masas AXION DSA-TOF MS: Se sembraron 4 X
10° células EAhy926 cells en placas de 12 pocillos. Las células fueron tratadas con
simvastatina por 24 horas e infectadas con tripomastigotes de T. cruzi en una relacion de
1:10 (ceélula:tripomastigotes) por 16 horas. Posteriormente los sobrenadantes de cultivo
fueron extraidos y analizados por un ensayo de muestra directa (AXION Direct Sample
Analysis) integrado con un espectrometro de masas AxION 2 time-of-flight (TOF)
(PerkinElmer, Shelton, CT, USA). Para la extraccién, todas las muestras fueron cargadas
en una fase sélida de extraccién y fueron eluidas con 1 mL de cloroformo tres veces
sucesivamente. Las muestras fueron transferidas a un tubo khan limpio para la posterior
evaporacion del cloroformo en un bafio de agua. Finalmente, las muestras fueron
resuspendidas en 100 pl de etanol absoluto y se cargaron gotas de 10 pl en una malla de
acero inoxidable. Para la curva de calibracién se utiliz6 un estandar de 15-epi-lipoxin A4
(Cayman Chemical #90415), diluido en medio de cultivo para obtener las diferentes
concentraciones Las condiciones del ensayo de muestra directa (AXION DSA) fueron las
siguientes: corona current de 5 pA, Temperatura del calentador de 250 °C, presion del gas

auxiliar (N2) 80 psi, flujo de gas de secado (N2) de 4 L/min, y temperatura del gas de
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secado (N2) de 25 °C. Se utilizé6 un modo trap negativo con un flujo de voltaje de 10000 V.
La tensidén de salida de los capilares fue de 155 V para un analisis de MS normal. El
espectro de masa fue adquirido con un rango de masas de 100-1000 m/z y una tasa de
adquisicion de 2 espectros/ segundo. Para mantener la exactitud de la masa, se utilizaron
tres calibradores de masa i6énica (m/z 119,0400, m/z 556,0000 and m/z 805,9900). Todas
las muestras fueron analizadas por 10 segundos. Se utilizé un estandar de 15-epi-lipoxina
A; (Cayman Chemical #90415) y 5(S),6(R)-Lipoxin A; methyl ester (Cayman Chemical
#10033) como control interno. Estos fueron confirmados por masa exacta, distribucion
isotopica y fragmentacion de iones usando DSA/TOF y AxION software. Todas las
muestras fueron analizadas por triplicado. En la figura 3 se muestra una determinacion
representativa de 15-epi-LXA, por DSA-TOF MS. El recuadro corresponde a la curva de

calibrado del estandar 15-epi-LXA, utilizada para interpolar las muestras experimentales.
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Figura 3. Espectro de masa representativo del estdndar de 15-epi-LXA,. Para realizar la
curva de calibrado, se prepararon diferentes concentraciones de 15-epi-LXA, diluido en
etanol. De cada concentracion se cargd 10 ul en la malla de acero inoxidable por triplicado
y se determind por DSA-TOF y AXION software. Todas las muestras fueron analizadas
por 10 segundos. La grafica muestra la curva utilizada para calcular las concentraciones
en las muestras experimentales que se muestran en la tabla 1.
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Localizaciéon de p65 por microscopia confocal

Se sembraron 2x10* células EA.hy 926 en camaras Lab-Tek® Il Chamber Slide™ por 12
horas, luego se incubaron con simvastatina 5 UM y benznidazol 20 uM durante 24 horas.
Al término de este tiempo se agregaron tripomastigotes aislados de T.cruzi en la relacién
1:10 durante 16 horas. Las células fueron lavadas con PBS 1X tibio por 30 segundos 1
vez y se fijaron con PFA 4 % en PBS pH 7,4 fresco durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Después de fijar, se lavaron con PBS 1X 3 veces por 5 minutos y se
permeabilizaron con Triton x-100 0,5% en PBS 1X durante 10 minutos a 4°C. Cada pocillo
fue lavado 3 veces x 10 minutos con glicina 200 mM en PBS y bloqueado con BSA 3% en
PBS por 1 hora a temperatura ambiente. Posterior al bloqueo se incubaron con anticuerpo
monoclonal anti- NF-kB p65 (cell signaling® #D14E12) en una dilucién 1:100 en solucion
de bloqueo a 4°C toda la noche. Luego de lavar con Buffer IF 3 veces por 5 minutos se
incub6 con el anticuerpo secundario anti-IgG rabbit conjugado a FITC en una dilucion
1:200 en solucién de bloqueo por 45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Posterior al lavado con Buffer IF 3 veces por 5 minutos, las células fueron tefiidas con
DAPI (kit NucBlue™ Fixed Cell Stain, Molecular Probes®, Life technologies, USA) por 5
minutos y finalmente se agregé medio de montaje (Dako® Fluorescence Mounting) para
su andlisis por microscopia confocal (Olympus Spinning disk confocal). Se obtuvieron 10

fotografias por pocillo y fueron analizadas utilizando el software ImageJ (ImageJ 1.47v).
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Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como promedios * desviacion estdndar de tres
experimentos independientes. El n=3 corresponde al minimo ndmero de experimentos
requeridos para tener un 95% de confianza, dada la variabilidad de los estudios in vitro
propuestos. Para evaluar la normalidad de datos continuos se realizé el test de Shapiro-
Wilk. El analisis de varianza se realiz6 con ANOVA de una via seguido de un test de
Tukey para mdltiples comparaciones. En los experimentos tiempo y concentracion
dependiente se realiz6 una ANOVA de dos vias con un post-test de Bonferroni. Un valor
de p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Todos los analisis estadisticos

se realizaron en el software GraphPad Prism 5 (GraphPad software, Inc).
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V. RESULTADOS

OBJETIVO 1. Evaluar el efecto de simvastatina y benznidazol sobre la expresion de

moléculas de adhesién celular como VCAM-1, ICAM-1 v E-selectina en la superficie de

células EA.hy926, en contacto con el parasito y durante la multiplicacion intracelular.

Para evaluar la expresion de ECAMs en nuestros modelos de activacion endotelial,
células EA.hy926 y células HUVEC fueron estimuladas con parasitos aislados de T. cruzi
en una relacion célula: paréasito de 1:10 a 2, 4, 16, 24, 48 y 72 horas para establecer la
cinética de expresion frente al parasito (Figura 4). Se observé que E-selectina; ICAM-1 vy
VCAM-1 aumentaron significativamente su expresion en la superficie a partir de las 16
horas y este efecto fue tiempo dependiente en ambas lineas celulares. Sin embargo, el
comportamiento de expresion es levemente diferente en cada modelo, ya que en las
células EA.hy926 tienen un maximo de expresion a las 16 horas cuya expresion se
mantuvo hasta las 48 horas con una tendencia a disminuir a las 72 horas (Figura 4A). Por
otro lado, en las células HUVEC la expresion aumenta significativamente a las 16 horas
presentando un maximo de expresion a las 48 horas, que declina a las 72 horas. Sélo
ICAM-1 presenta una expresion sostenida en el tiempo (Figura 4B), probablemente
debido a la expresion constitutiva de ICAM-1 [56], como se observa en los histogramas,
ya gue existe una sefial mayor que el control de isotipo en ambas lineas celulares (Figura
4C y 4D). Es importante destacar que la expresion de ECAMs se mantiene a las 48y 72
horas, es decir, cuando el parasito esta en su estado de amastigote o forma replicativa.
Estos resultados nos permitieron definir las 16 horas como tiempo Optimo para la

determinacion de las ECAMs en nuestros modelos de estudio.
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Figura 4. Trypanosoma cruzi aumenta la expresion de ECAMs en células EA.hy926 y
HUVEC. Células EAhy926 (A, C) y HUVEC (B, D) fueron infectadas con tripomastigotes
de T. cruzi (Dm28c) en relacion 1:10 (células: parasitos). La expresion de E-Selectina,
ICAM-1 y VCAM-1 fue determinada al tiempo indicado en la figura. ElI andlisis fue
realizado por citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales IgG de ratén
conjugado con PE, FITC, y APC, contra E-Selectina, ICAM-1, y VCAM-1 humana,
respectivamente. En los paneles A y B se muestra la intensidad de fluorescencia media
(MFI) y en los paneles C y D se muestra los histogramas representativos de 48 y 72
horas post-infeccion. Cada grupo fue comparado y normalizado a su respectivo control de
isotipo 1gG; e 1gG,a. Los Datos representan el promedio + DE de MFI de tres
experimentos independientes. *** p<0,0001; **p<0,01; *p<0,5 vs control no infectado
utilizando ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni.
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A continuacién, se evaluo el efecto de simvastatina 5 UM o benznidazol 20 uM por 24
horas y la posterior infeccion con tripomastigotes de T. cruzi por 16 horas sobre la
expresion de ECAMs en ambas lineas celulares. Las concentraciones usadas de ambos
farmacos correspondieron a las que presentaron un mejor efecto sobre la expresion de
ECAMs sin demostrar efecto citotoxico sobre ambas lineas celulares (Figura
suplementaria 1), y sin afectar la integridad de citoesqueleto (Figura suplementaria 2).
En la figura 5A-D se muestra que simvastatina 5 uM o benznidazol 20 uM son capaces de
prevenir significativamente el aumento de expresion de E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1,
inducida por T. cruzi, tanto en células EA.hy926 como en HUVEC. Ademas, en células
EAhy926 se observa que a concentracion 1 uM de simvastina comienza a disminuir la
expresion de ECAMs, siendo solo significativa para ICAM-1(Fig. suplementaria 3). En
cuanto a benznidazol, a concentraciones de 1 y 10 yM es capaz de prevenir
significativamente la expresion en la superficie de E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 (Fig.
suplementaria 3). En la figura 5E y 5F se observan similares resultados por
inmunofluorescencia indirecta.  Esto indica que ambos farmacos pueden prevenir la

activacion endotelial después de la infeccion inicial por T. cruzi in vitro.
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Figura 5. Simvastatina o benznidazol disminuyen la expresién de ECAMs sobre la
superficie de células endoteliales durante la infecciébn con Trypanosoma cruzi.
Células endoteliales EA.hy926 y HUVEC fueron incubadas con simvastatina 5 yM (Simv)
0 benznidazol 20 uM (Bz) durante 24 horas. El medio de cultivo fue removido y se agrego
medio fresco con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) en una relacion 1:10 (células:
parésitos) durante 16 horas. La expresion de E-Selectina, ICAM-1, y VCAM-1 sobre las
células EA.hy926 (A, C) y HUVEC (B, D) fue determinada por citometria de flujo utilizando
anticuerpos monoclonales 1gG de ratén conjugado con PE, FITC, y APC, contra E-
selectina, ICAM-1, y VCAM-1 humana, respectivamente. A y B. se muestra la intensidad
de fluorescencia media (MFI). C y D. Histogramas representativos de cada condicion
experimental. Cada grupo fue comparado y normalizado a su respectivo control de isotipo
lgG; e 1gG;,a. E. Células EA.hy926 fueron lavadas con PBS e incubadas con anticuerpos
monoclonales anti E-selectina, ICAM-1, y VCAM-1 humana seguido de la incubaciéon con
un anticuerpo secundario conjugado a FITC. E. Fotografias representativas de cada grupo
(40X). F. Analisis cuantitativo de la fluorescencia relativa para cada molécula de adhesion.
Los datos representan el promedio = DE de MFI de cuatro experimentos independientes.
*** n<0,001; ** p<0,01; versus el control infectado (T. cruzi) utilizando ANOVA de dos vias
y post-test de Bonferroni.
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La disminucién de la expresion de ECAMs, como resultado de la administracion de
simvastatina o benznidazol podria deberse a diversos factores, como internalizacion de
las moléculas desde la superficie celular o cambio de la expresion total de estas
proteinas. En la figura 6 se muestra la determinacion del contenido total de E-selectina
(Fig. 6A), ICAM-1 (Fig. 6B) y VCAM-1 (Fig. 6C). Se observa que T. cruzi aumenta la
expresion total de E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1, en concordancia con lo observado en la
Figura 5 y que simvastatina 5 yM y benznidazol 20 uM fueron capaces de disminuir
significativamente la expresion de ICAM-1 VCAM-1 con respecto a las células infectadas.
No obstante, en el caso E-selectina se observa s6lo una tendencia, que no es
estadisticamente significativa. Esto permite sugerir que ambos farmacos previenen la

activacion de mecanismos intracelulares de expresion gatillados por el parasito.
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Figure 6. Simvastatina o benznidazol disminuyen la expresién total de ECAMs
durante la infeccion con Trypanosoma cruzi. EA.hy926 fueron incubadas con 5 uM de
simvastaina o 20 yM benznidazol por 24 horas. Después de lavar con medio fresco, las
células fueron infectadas con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) a una relacion 1:10
(células: parésitos). Después de 16 horas de infeccion, las células fueron cosechadas y se
determiné el total de expresion de E-Selectina (A), ICAM-1 (B) y VCAM-1 (C) por
western blot. Los paneles corresponde a la imagen representativa de la banda y las
graficas a la cuantificacion relativa de la intensidad de la banda. a-Tubulina fue utilizado
como control de carga. Los datos son expresados como promedio + DE de cuatro
experimentos independientes. El andlisis de varianza fue realizado con ANOVA de una
via y post-test de Tukey. * p<0,05; *** p< 0,001 vs T. cruzi.

Como consecuencia de los resultados anteriores, se podria inferir que la disminucion en la
expresion de ECAMs se debe al efecto tripanocida de ambos farmacos. Para descartar
esta posibilidad, se determiné la carga intracelular de amastigotes en células EA.hy926
tratadas con simvastatina o benznidazol y la posterior infeccién con T. cruzi. La figura 7
muestra que la carga de amastigotes no cambia significativamente, a diferencia cuando
los farmacos se administran post-infeccion (Figura 8). Por lo tanto la disminucién de la

expresion no esta influenciada por el efecto tripanocida de estos farmacos
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Figure 7. El tratamiento con simvastatina o benznidazol previo alainfeccion con T.
cruzi no afecta la carga de amastigotes intracellular. Células EA.hy926 fueron tratadas
con simvastatina 5 yM o benznidazol 20 uM durante 24 horas. Luego, el medio de cultivo
fue cambiado por medio fresco con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) por 16 horas. Al
término, el medio de cultivo fue cambiado por medio fresco hasta las 72 horas de cultivo.
Finalmente, las células fueron fijadas con metanol frio y tefiidas con DAPI. A.
Microfotografias representativas de cada condicion (40X) B. Cuantificacion del nUmero de
amastigotes por célula infectada por cada grupo experimental. Los datos estan
expresados como promedio + DE de tres experimentos independientes. ns: no muestran
diferencia estadistica después de un analisis de ANOVA de una via.
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Figura 8. Simvastatina o benznidazol disminuyen la carga de amastigotes
intracelulares postinfeccién. Se infectaron células EA.hy926 con tripomastigotes de T.
cruzi por 24 horas. Luego fueron lavadas y tratadas con simvastatina 5 y 10 yM o
benznidazol 1, 10 y 20 uM a las 24 y 48 horas post-infeccion. Finalmente las células
fueron fijadas y teflidas con DAPI. A. Microfotografias representativas de cada condicion
experimental (40X) B. Cuantificacion del porcentaje de amastigotes por célula infectada.
Los datos son expresados como promedio = DE de 3 experimentos independientes. ***
p<0,001vs control calculado por ANOVA de una via y post-test de tukey.
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OBJETIVO 2: Evaluar el efecto de simvastatina y benznidazol sobre la adhesién celular

entre células EA.hy926o0 HUVEC con HL-60 durante la infeccion con T. cruzi.

De acuerdo con los resultados anteriores, simvastatina o benznidazol, administrados
previo a la infeccién, previenen la activacion endotelial. Pero es importante aclarar si la
disminucion de la expresién de ECAMs es suficiente para prococar el efecto funcional de
disminuir la adhesion de leucocitos a células endoteliales. Para esto, se realiz6 un ensayo
de adhesion utilizando células HL-60 marcadas con Leuko Tracker™, las cuales fueron
co-incubadas con células endoteliales infectadas con T. cruzi. Como se aprecia en las
figuras 9A y 9B, el porcentaje de adherencia de células HL-60 a células endoteliales
aument6 significativamente en la infeccion con el parasito y disminuydé con la pre-
incubacién con simvastatina o benznidazol a valores similares al control. Este hallazgo es
importante porque relaciona la disminucion de la expresion de ECAMs con la
consecuente reduccién de la adhesion de leucocitos al endotelio, evento inicial de la
respuesta inflamatoria. Estos resultados indican que ambos farmacos impiden la adhesion

entre células endoteliales y leucocitos.
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Figure 9. Simvastatina y benznidazol disminuyen la adhesion celular durante la
infeccibn con Trypanosoma cruzi. Células EA.hy926 (A) o HUVEC (B) fueron
incubadas con simvastatina 5 uM y benznidazol 20 uM durante 24 horas. Posteriormente,
el medio de cultivo fue reemplazado por medio fresco con tripomastigotes de T. cruzi e
incubados por 16 horas. Se marcaron células HL-60 con Leuko Tracker™ y a
continuacién fueron agregadas a la monocapa de células endoteliales durante 90 minutos.
Después de lavar con PBS, las células fueron lisadas y la fluorescencia fue detectada a
480/520 nm. Las gréaficas muestran el promedio + DE del porcentaje de adherencia con
respecto al control de tres experimentos independientes. El analisis de varianza se realizo
por ANOVA de una via y post-test de Tukey. * p<0,05; *** p<0,001 versus el control
infectado sin tratamiento (T. cruzi).
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OBJETIVO 3: Evaluar el efecto de simvastatina y benznidazol sobre la sefalizacion de

NFkB en un modelo de activacién endotelial por T. cruzi.

Para evaluar el efecto de ambos farmacos sobre la activacion de NFkB, se determiné la
expresion de IKK e IkB y sus formas fosforiladas p-IKK y p-IkB por western blot. Para
determinar la cinética de expresién de estas moléculas, en presencia del parasito, las
células EA.hy926 fueron incubadas con tripomastigotes durante 120 minutos y se evaluo
la expresion a diferentes tiempos como indica la Figura 10A-B. Después de 60 minutos
de incubacién, se observé un significativo aumento de la expresion de p-IKK respecto a
IKK y de p-IkB respecto a IkB y de las células no estimuladas (figura 10A y 10B). Las
células fueron incubadas con simvastatina o benznidazol durante 60 minutos, previo a la
infeccion T. cruzi, observando una significativa disminucién de la fraccion fosforilada de
ambas proteinas (figura 10C-D). Por lo tanto, NFKB es modulado por simvastatina y
benznidazol, previniendo la activacion de la via de NFkB inducida por Trypanosoma cruzi.
Esta afirmacion se ve reforzada por el hecho que la migracién de p65 al nacleo, inducida
por T. cruzi a los 60 minutos de establecida la infeccién, disminuye cuando se administran
previamente simvastatina o benznidazol (Figura 10E). Estos resultados sugieren que
durante la infeccién con T. cruzi existe una activacién de esta via de sefalizacion, lo que
explicaria, al menos en parte, el aumento en la expresion de ECAMs y el aumento de la
adherencia celular . Por otro lado, se observé que una pequefia fraccion de p65 quedd
remanente en el nlcleo de las células tratadas con benznidazol, a diferencia de lo
encontrado con simvastatina, por lo que inferimos que a pesar del efecto de ambas

drogas, puede persistir una baja actividad inflamatoria regulada por NFkB.
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Figura 10. Simvastatina y benznidazol bloquean la activacion de NFkB durante la
infeccion de células EA.hy926 con Trypanosoma cruzi. Células EA.hy926 fueron
incubadas con simvastatina 5 yM o benznidazol 20 uM por 24 horas. Después se incub6
con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) en una relacion de 1:10 (células: parasitos) por 1
hora. A continuacion, las células fueron cosechadas al tiempo que indica la figura para
determinar el total de expresion de IKK, p-IKK, IkB, and p-IkB. A. Banda representativa de
IKK y p-IKK en células sin tratamiento y la cuantificacion de la intensidad relativa de la
banda. B. Banda representativa de IkB y p-IkB en células sin tratamiento y la
cuantificacién de la intensidad de la banda. Los datos son expresados como promedio *
DE de cuatro experimentos independientes * p<0,05; *** p< 0,001 vs control (tiempo 0). C.
Banda representativa para IKK y p-IKK en células preincubadas con simvastatina 5 uM o
benznidazol 20 uM y estimuladas con T. cruzi por 60 minutos. D. Banda representativa
para IkB y p-IkB en células preincubadas con simvastatina 5 uM o benznidazol 20 uM y
estimuladas con T. cruzi por 60 minutos. Se utilizé a-tubulina como control de carga. Los
datos son expresados como promedio + DE de cuatro experimentos independientes. *
p<0,05; *** p< 0,001 vs T. cruzi. El andlisis de varianza fue realizado por ANOVA de una
via y post-test de Tukey. E. Fotografias representativas de la localizacion intracelular de

p65 en cada condicion experimental por microscopia confocal.
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OBJETIVO 4: Determinar la produccion y participacion de 15-epi-lipoxina-A, inducida por

simvastatina en células EA.hy926 infectadas por T. cruzi.

Entre los efectos pleiotrépicos de las estatinas, se destaca su accién anti-inflamatoria y la
produccion de un eicosanoide proresolutorio llamado 15 epi-LXA, [43,44]. Este
eicosanoide podria mediar la disminucion de la expresibn de ECAMs y consecuente
disminucion de la adhesion celular. En efecto, simvastatina 5 uM fue capaz de inducir la
produccién de 15-epi-LXA, en células endoteliales. Sin embargo, el incremento fue muy
significativo cuando las células fueron infectadas con T. cruzi por 16 horas (Figura 11A).
Similares resultados se observaron al determinar 15-epi-LXA, por espectrometria de
masas, usando las mismas condiciones experimentales (Tabla 1) Por otro lado, para
determinar la participacion de 15-epi-LXA; en la disminucion de ECAMSs, se inhibio
competitivamente la actividad de 5-Lipoxigenasa (5-LOX), enzima clave en la generacién
de 15-epi-LXA,4, con AA-861. Como se observa en la figura 11B, la expresion de ECAMs
aumentd con T. cruzi, disminuye con simvastatina 5 uM y al inhibir 5-LOX se revirtio el
efecto de simvastatina y los niveles de ECAMs alcanza valores similares o mayores al de
la infeccién con T. cruzi. Por lo tanto, existe una relacién entre el incremento de 15-epi-

LXA, y la accion de 5-LOX cuando se administra simvastatina.

44



o o
N W

©
—

*kk

wx & EAhy+ Simv5uM
—# EAhy + TC + Simv 5 M
-k- EAhy + TC
EA.hy + Bz 20 uM
—#- EAhy + TC+ Bz 20 pM

0.0 — T -
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

B ] E-selectin
c 407 "y O icam-1
S 301 2 B \cav-1
035201 Ilh
S C121
o O
i) 310' *

T 0 8
o)
a5 67
584
O -
O r_-Eli T T T T
Control T.cruzi AA-8610 AA-86125 AA-861 50

Simv 5 UM +T. cruzi

45



Figura 11. 15-epi-lipoxina-A,4 es inducida por simvastatina y al inhibir su produccion
el efecto de simvastatina se revierte, aumentando la expresiéon de ECAMs en células
endoteliales infectadas con Trypanosoma cruzi. A. Células EA.hy926 fueron
infectadas con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) en una relacion de 1:10 (células:
parasitos) durante 16 horas. Después de lavar, las células fueron incubadas con
simvastatina 5 uM durante 0, 3, 6, 12 y 24 horas. A cada tiempo se obtuvieron los
sobrenadante de cultivo y se determiné los niveles de 15-epi-lipoxina A4 por un ensayo de
ELISA. Los datos fueron expresados como promedio + DE de tres experimentos
independientes. ***p<0,0001 versus el control no infectado (linea negra). El analisis
estadistico fue realizado por ANOVA y comparado con el tiempo 0. B. Las células
EA.hy926 fueron incubadas con simvastatina 5 pM s6lo o con 25 y 50 uM de AA-861
(inhibidor competitivo de 5-lipoxigenasa) durante 24 horas. Luego de lavar las células
fueron infectadas con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) en una relacion de 1:10
(células: parasitos) durante 16 horas. La expresién asociada a la superficie celular se
determiné mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales IgG de ratén
conjugado con PE, FITC, y APC, contra E-Selectina, ICAM-1, y VCAM-1 humana,
respectivamente. Los datos representan el promedio + DE de la intensidad media de
fluorescencia (MFI) normalizado con el control de isotipo de tres experimentos
independientes. El andlisis de varianza se realiz6 por ANOVA de una via y post-test de
Tukey.*p<0,01; *** p<0,001 vs Simv 5uM + T. cruzi + AA-861 0 uM.

Tabla 1. Datos MS y cuantificacién de cada condicién experimental por DSA-TOF MS
AXION 2 TOF MS.

Concentracion

Condicion Experimental [M-H]- caI::.l/I:da (I:,r;z:) 15-epi-LXA,
(ng/mL)
Células EAhy926 351,2171 351,2170 0,3 0,14 £ 0,02
T. cruzi 351,2171 351,2190 -5,4 0,32+ 0,07
EA.hy926 + T. cruzi 351,2171 351,2183 -3,4 0,5+0,14

EA.hy926 + T. cruzi simv 3 h. 351,2171 351,2126 12,8 1,58 £0,21

EA.hy926 + T. cruzi simv 6 h. 351,2171 351,2180 -2,6 3,58+1,22
EA.hy926 + T. cruzi simv12h.  351,2171 351,2161 2,8 37,28 £11,23
EA.hy926 + T. cruzi simv 24 h. 351,2171 351,2169 0,6 326,47 + 34,25

Nota: 15-epi-lipoxina-A, fue determinada en los sobrenadantes de cultivos previamente extraidos
usando un espectrémetro de masa DSA-TOF. El analisis estadistico fue realizado con ANOVA de
una via y post-test de Tukey. ***p<0,0001 vs EA.hy926 + T. cruzi.

46



OBJETIVO 5: Evaluar el efecto de 15-epi-lipoxina A, sobre la senalizacion de NFkB v la

expresion de ECAMs en un modelo de infeccidon endotelial con T. cruzi.

Con el objetivo de demostrar la participacion de 15-epi-LXA, en el efecto encontrado con
simvastatina, se incubaron células EA.hy926 con 15-epi-LXA; exdgena, a diferentes
concentraciones previo a la infeccién con T. cruzi. Se observé que 15-epi-LXA, es capaz
de disminuir la fosforilacion de IKK e IkB de manera concentracion dependiente (Figura
10A-C). Ademas, 15-epi-LXA,; 100 uM, es capaz de detener la migracion de p65 hacia el
nacleo, encontrandola principalmente en el citosol (Figura 10D). Ambos resultados
demuestran que 15-epi-LXA, bloquea la activaciéon de la sefalizacién de NFkB, y como se

muestra en la Figura 10E, reduce la expresion de ECAMs al igual que simvastatina.
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Figura 12. 15-epi-lipoxina A, previene el aumento de expresion de ECAMs sobre la
superficie de células endoteliales durante la infeccion con Trypanosoma cruzi y
bloquea la activacion de NFkB. A. Células EA.hy926 fueron incubadas con 15-epi-LXA,
a las concentraciones indicadas en la figura por 24 horas. Después de lavar, las células
fueron estimuladas con tripomastigotes de T. cruzi durante 1 hora y se determind la
expresion total de proteina por western blot. A. Bandas representativas de IKK, p-IKK,
IkB, y p-IkB utilizando a-tubulina como control de carga. B-C Cuantificacion relativa de la
intensidad de banda. Los datos fueron expresados como promedio + DE de cuatro
experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 con ANOVA de una via y
post-test de Tukey. * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,001 vs control infectado. D. Fotografias

representativas de la localizacién de p65 por microscopia confocal. E. Células EA.hy926
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fueron incubadas con 15-epi-LXA, durante 24 horas y luego fueron infectadas con T. cruzi
durante 16 horas. Se determiné la expresion de ECAMs por citometria de flujo utilizando
anticuerpos monoclonales 1gG de ratdn conjugado con PE, FITC, y APC, contra E-
Selectina, ICAM-1, y VCAM-1 humana, respectivamente. Los datos fueron expresados
como promedio + DE de MFI de tres experimentos independientes El andlisis estadistico
se realiz6 por ANOVA de una via y post-test de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs
T. cruzi.
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VI.  DISCUSION

En la cardiopatia chagasica existe una vasculopatia inflamatoria, en la que participa la
expresion sostenida de moléculas de adhesion celular como E-selectina, ICAM-1 vy
VCAM-1, durante la infeccion con T. cruzi. Con estos resultados (Fig. 4), se demuestra
que la presencia del parasito efectivamente aumenta la expresion de ECAMs en la
superficie de las células endoteliales a partir de las 16 horas, de manera semejante a lo
observado en otros modelos reportados en la literatura, donde LPS o TNF-a son también
capaces de aumentar la expresion de ECAMs [57], incluso durante la infeccién con T.
cruzi [64]. Sin embargo, la cinética de expresion de ECAMs sobre la superficie celular no
ha sido reportada hasta el momento. No obstante, con los resultados presentados aca
(Fig. 4), se muestra que esta cinética de expresion puede variar dependiendo del tipo
celular utilizado y del tipo de estimulo utilizado. La leve disminucién de la expresion a las
72 horas es posible explicarla, ya que entre las 72 y 96 horas de infeccién in vitro, el
parasito comienza la transformacién de amastigote a tripomastigote para su posterior
liberacion desde la célula endotelial, esto podria explicar que la expresion de ECAMs
disminuya (Fig. 4). Haraldsen y colaboradores [76] demostraron que en células HUVEC
estimuladas con TNFaq, la expresion maxima de VCAM-1 y E-selectina alcanza el maximo
a las 16 horas y ICAM-1 entre 12 y 24 horas, similar a nuestros resultados obtenidos en

presencia de Trypanosoma cruzi.

Existe suficiente evidencia que demuestra que la simvastatina y otras estatinas tienen
efectos antiinflamatorios y que son capaces de disminuir, en células endoteliales, la
expresion de E-CAMs inducida por TNFa, LPS o nicotina [58-60]. Sin embargo, el efecto

no es uniforme para todas las moléculas de adhesion. Asi, en modelos activados con

50



LPS, la simvastatina disminuye la produccion del mRNA de VCAM-1, pero no se ha
observado efecto sobre ICAM-1 o E-selectina, los autores sugieren que probablemente
porgue se usaron concentraciones de LPS muy altas [61]. Igualmente, en células HUVEC
estimuladas con LPS, la simvastatina disminuye la expresion en la superficie celular de
VCAM-1 y aumenta la de ICAM-1 [62]; sin embargo, no hay una explicacion a este
fendbmeno. De acuerdo a los resultados que se muestran en la figura 5, tanto simvastatina
como benznidazol fueron capaces de prevenir el aumento de expresion de las moléculas
de adhesion inducidas por la infeccion con T. cruzi de forma similar para E-selectina,
ICAM-1 y VCAM-1. Ademas, este efecto mostré consecuencias funcionales, ya que
ambos farmacos también fueron capaces de disminuir la adhesion celular de leucocitos

hacia ambas lineas endoteliales humanas (Fig. 9).

Es importante destacar que no existe evidencia previa de la expresion de ECAMs en la
superficie endotelial inducida por el parasito, ya que Huang y col.,, demuestran un
aumento de expresion de RNAm pero no logran detectar las moléculas de adhesién en la
superficie celular [21]. Sin embargo, en la figura 6 demostramos que el aumento de
expresion no es soélo en la superficie sino que también en el contenido total de proteina y
que ambos farmacos disminuyen esta expresion total, es decir, no es so6lo un efecto de

internalizaciéon de las ECAMSs.

El efecto de simvastatina sobre la adhesién celular era esperable, de acuerdo con
reportes previos, donde usaron concentraciones similares a las de los ensayos de esta
tesis [59, 63]. Sin embargo, es todavia mas sorprendente el hallazgo de que benznidazol
por si solo sea capaz de provocar un efecto semejante al de la simvastatina; es decir, la

disminuciéon de la adhesion celular como consecuencia de la disminucion de ECAMs en
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las células endoteliales (Fig. 5, 6 y 9). Ademas, pudimos demostrar que benznidazol
previene la activacién endotelial independiente de su actividad tripanocida (Fig. 7-8), este
es otro antecedente interesante y no reportado previamente, puesto que nos conduce a
pensar en una versatilidad en el mecanismo propuesto para benznidazol o en un efecto
adicional independiente de su modo de accion. En todo caso, se ha reportado que el
benznidazol podria tener un rol en la modulaciéon de la inflamacion [22] a través de la
disminucioén de la actividad de rutas de sefializacion fundamentales para la inflamacion,

como NFkB y MAPK, en modelos libres de T. cruzi [65,66].

En otros modelos experimentales se reportd la capacidad de ambos farmacos para
disminuir la activacion de la sefializacion de NFkB, [64-66]. Pero por primera vez, se
aporta evidencia de su capacidad para prevenir la activacion endotelial durante una
infeccidn con T. cruzi a través del bloqueo de la sefializacion de NFKB como se demuestra
en la figura 10. Este es un factor critico para apoyar la utilidad de este farmaco en el

tratamiento durante la fase cronica de la enfermedad de Chagas.

Previamente, reportamos que benznidazol previene el dafio endotelial en un modelo
murino de Enfermedad de Chagas Cronica [67]. Ademas, Molina y col. [35, 36]
demostraron que el efecto de aspirina a bajas dosis disminuye la mortalidad, parasitemias
y dafio cardiaco. Interesantemente, aspirina fue capaz de producir, sélo a bajas dosis, 15-
epi-LXA,. Los autores demuestran la primera evidencia de la participacion de este lipido
proresolutorio de la inflamacién en un modelo experimental de enfermedad de Chagas.
Sin embargo, los efectos de simvastatina en un modelo de activacién endotelial ain no

han sido estudiados.
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De acuerdo con nuestros resultados (Fig.11; Tabla 1), el efecto de simvastatina sobre la
cascada de sefalizacion, expresion de moléculas de adhesion y finalmente sobre la
adhesion celular, ocurre a través de la generacion de 15-epi-lipoxina A; ya que
simvastatina fue capaz de generar este eicosanoide durante la infeccion con T. cruzi y al
inhibir la 5-lipoxigenasa, enzima clave en la sintesis de 15-epi-lipoxina A, el efecto de
simvastatina se revierte (Fig. 11B). Sin embargo, benznidazol no indujo la produccién de
15-epi-lipoxina A4, Y, por lo tanto, el mecanismo de inhibicién de la via de IKK- IkB y p65

por el benznidazol podria deberse a otro mecanismo, aun desconocido (Fig. 11A).

Finalmente en la figura 12 demostramos que 15-epi-lipoxina A, fue capaz de bloquear la
activacion de NFkB, disminuir la migracién de p65 hacia la region nuclear de las células
endoteliales y prevenir la expresion de ECAMs inducida por el parasito, de la misma
manera como lo hizo simvastatina. El rol de los lipidos proresolutorios en la inflamacion
inducida por T. cruzi esta adquiriendo cada vez mas importancia para entender el
progreso de la miocardiopatia chagasica [68, 69]. En efecto, el rol de LTB,; y PAF,
generados por los macrofagos ha sido relacionado con el control de la parasitemia en
modelos in vivo de enfermedad de Chagas [44,71-73]. El LTB,; es dependiente de la
actividad de 5-Lipoxigenasa, y esta implicado en la disminucién de la inflamacion, la
deposicion de colageno y la migracion de los linfocitos al miocardio. Ademas, los
derivados de 5-LO se asocian cada vez mas con la resolucién de los procesos
inflamatorios agudos [71-73]. Por lo tanto, estos agentes podrian estar mas involucrados
en la fase aguda de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, en un modelo crénico de
cardiopatia Chagasica, la simvastatina demostrd capacidad para disminuir la inflamacion.

Probablemente, simvastatina, a través de la produccion de 15-epi-LXA,;, impidio la
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migracion de leucocitos en el miocardio por la disminucién de la activacion endotelial

[63,74].

Considerando que simvastatina o benznidazol mostraron similares efectos sobre la
expresion de ECAMs, adhesion celular y bloqueo de NFkB, evaluamos el efecto de la
combinacion de ambos farmacos en concentraciones crecientes. Desafortunadamente, la
combinacién resulté ser antagénica para E-selectina y VCAM-1 y se observd una
tendencia aditiva en el caso de ICAM-1. Es probable que compartan sitios de unién, que
actien sobre el mismo blanco celular o como muestran nuestros experimentos inactivan
la misma ruta de sefializacion, y esto impide observar un efecto sinérgico o aditivo.
Consideramos que es importante evaluar la combinacién en un modelo in vivo e investigar

en una ruta de sefalizacion comun el mecanismo que comparten.

En nuestro modelo se utilizé la incubacion de los tratamientos previo a la infeccion,
apuntando no a la prevencion de la infeccion inicial del individuo sino que considerando
gue en un modelo clinico real la infeccion esta establecida, pero no todas las células se
encuentran infectadas a la vez, ya que primero debe ocurrir el ciclo biol6gico del parasito,
es decir, el parasito infecta células nucleadas, luego se replica al interior de la células en
forma de amastigote y finalmente se liberan desde la célula como tripomastigotes para
infectar otra célula nucleada y segundo un individuo infectado crénicamente puede
permanecer durante afios en estado indeterminado, es decir con serologia positiva sin
manifestaciones clinicas de la enfermedad pero existe reactivacion por inmunosupresion u
otros mecanismos que pueden determinar el desarrollo de las manifestaciones clinicas o
estado determinado de la enfermedad [34]. Por lo que, en un paciente crénico el objetivo

terapéutico es controlar la carga parasitaria y prevenir el desarrollo de la cardiopatia

54



chagasica crénica o alteraciones digestivas. Frente a este escenario demostrar que el
pretratamiento farmacoldgico previene la activacion endotelial es crucial en el paciente

cronico.

Creemos que es esencial verificar esta hipo6tesis con futuros estudios in vivo, utilizando un
modelo de Cardiopatia Chagasica Cronica y considerar el rol inmunomodulador y

antiinflamatorio de benznidazol en el progreso de la Cardiopatia Chagasica.
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CONCLUSION

Simvastatina o benznidazol, previenen la activacion endotelial a través, de la disminucién

de expresion de E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 y la disminucién de la adhesion celular en

un modelo de activacion endotelial inducido por T. cruzi. Ademas, ambos farmacos

bloguean la sefializacién de NFkB, teniendo un rol importante en la modulacion de la

respuesta inflamatoria. Por otro lado, el efecto de simvastatina estaria mediado por la

produccién de 15-epi-LXA,.

Por lo tanto, simvastatina puede jugar un rol pivotal en el esquema terapéutico de la

enfermedad de Chagas, generando una modulacion de la respuesta del hospedero frente

al parasito evitando la progresion de la enfermedad.
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Figura 13. Simvastatina y benznidazol previenen la activacion endotelial en la infeccion
con Trypanosoma cruzi, a través de la disminucion de expresion de ECAMs y la

disminucioén de la adhesion celular.
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ANEXOS

Tabla 2. Simvastatina y benznidazol no alteran la viabilidad celular a las
concentraciones en las que se enmarca la evaluacién de la expresion de
moléculas de adhesion.

EA.hy926 HUVEC HL-60 Trypomastigote Dm28¢
simvastatina 65,36 + 1,02 80,42 + 1,56 67,95+ 1,11 42+1,06
benznidazol >100 >100 >100 20,8+1.35

*Datos son presentados como promedio de IC, (uM) + DE n= 3 experimentos independientes por MTT.
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Figura suplementaria 1. Efecto de simvastina sobre la viabilidad de células EAhy926
y tripomastigotes Dm28c. Se evalud la incorporacién de yoduro de propidio (PI) por
citometria de flujo en células EA.hy926 semiconfluentes que fueron incubadas con
concentraciones crecientes de simvastatina durante 24 horas. A. Histogramas que
representan el porcentaje de células que resultaron Pl+. B. Histogramas que representan
el porcentaje de parasitos que resultaron PI*. C-D. Andlisis de los histogramas
representados en una curva concentracion-respuesta, de los cuales se obtuvo el I1Cs, de
simvastatina en células y parasitos.
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Figura suplementaria 2. Simvastatina no altera la integridad de citoesqueleto a
las concentraciones en las que se enmarca la evaluacién de la expresién de

moléculas de adhesion.
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Figura Suplementaria 2. Efecto de simvastatina sobre la organizacion del
citoesqueleto. Células EA.hy926 fueron tratadas con concentraciones de simvastatina 1,
5, 7,5y 10 yM durante 24 horas. A. Las células fueron fijjadas, permeabilizadas e
incubadas con Rodamina-Faloidina para visualizar la organizacion del citoesqueleto por
microscopia de fluorescencia. B. La gréafica representa el porcentaje de células con
desorganizacion del citoesqueleto. Los datos fueron expresados como promedio + SEM
de 3 experimentos independientes. *** p<0,001 vs control.
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Figura suplementaria 3. Efecto de simvastatina y benznidazol sobre la expresion

de ECAMs a concentraciones crecientes en células EA.hy926 infectadas con T.

cruzi.
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Figura suplementaria 3. Simvastatina y benznidazol previenen la expresién de
moléculas de adhesién celular en células tipo endotelial (EA.hy926) durante la
infeccion inicial con T. cruzi. Células EA.hy926 fueron incubadas con simvastatina 1, 5
y 10 uM por 24 horas (A-C) y benznidazol 1,10 y 20 uM por 24 horas (D-F). Luego, las
células fueron lavadas e incubadas con tripomastigotes de la cepa Dm28c (T. cruzi) en
una relacion célula/parasito 1:10, o s6lo en medio de cultivo (control) por 16 horas. Se
evalud la expresion en la superficie celular de A, D. E-selectina, B, E. ICAM-1 y C, F.
VCAML por citometria de flujo. Cada grupo fue comparado con el control de isotipo 1gG;
e 1gG,a ¥ se normalizé con respecto al control. Los datos son expresados promedio +
SEM de 4 experimentos independientes. El analisis estadistico fue realizado con ANOVA
de una via y post-test de Tukey. *** p < 0,001; ** p< 0,01; * p< 0,05 vs simv 0 o0 Bz 0,  p<
0,001; & p< 0,01 vs control.
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