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ANTECEDENTES Y PROPOSICION GENERAL DEL PROYECTO DE TESIS
PROFESIONAL.

1. TITULO DEL PROYECTO:

“Efecto de simvastatina sobre células endoteliales infectadas con Trypanosoma cruzi”

2.- RESUMEN DEL PROYECTO:

La fase crénica de la enfermedad de Chagas se desarrolla en el 30% de los individuos
en la forma de cardiomiopatia.

La Cardiomiopatia Chagasica Crénica (CCC) se origina por una respuesta inflamatoria
persistente, donde cursa con arritmias complejas, falla cardiaca, tromboembolismo,
muerte subita y dafio microvascular.

El tratamiento antiparasitario actual de la enfermedad de Chagas se realiza con
benznidazol o nifurtimox. Ambos farmacos son tripanocidas, pero pueden presentar
efectos adversos y han demostrado eficacia limitada en la fase crénica de la
enfermedad de Chagas. Asi, se ha descrito que las estatinas, tradicionalmente
farmacos hipolipemiantes, también tienen otros efectos llamados “pleiotrépicos” que
pueden mejorar la eficacia de estos farmacos, modificando aspectos centrales de la
fisiopatologia de la CCC. Algunos autores proponen que este efecto de las estatinas
esta mediado por 15-epi-lipoxina A4 (15-epi-LXA4); un eicosanoide pro-resolutorio de la
inflamacion. Por lo tanto, es posible proponer que las estatinas podrian mejorar la
eficacia del tratamiento disponible. De acuerdo a esto, se postula que la simvastatina
disminuye la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales infectadas
con Trypanosoma cruzi, a través de la induccion de la produccion del eicosanoide

antiinflamatorio 15-epi-LXA4; por lo tanto, se evaluara el efecto mediante citometria de
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flujo y se relacionara con la producciéon de 15-epi-LXA4 a través de inmunoensayos. Se
espera que al tratar las células con simvastatina disminuya la expresion en la superficie

endotelial de moléculas de adhesion y aumente significativamente 15-epi-LXA4.

3. INTRODUCCION:

Hay 10 millones de personas con enfermedad de Chagas en América Latina. Esta
enfermedad es causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzil. Este parasito
infecta células nucleadas, incluyendo a las del sistema inmune, desencadenando una
respuesta inflamatoria que es crucial para controlar la replicacién del parasito. Cuando
la respuesta inflamatoria se mantiene a través del tiempo, se desarrolla la fase cronica
de la enfermedad, que puede afectar principalmente corazon, colén y eséfago. La forma
cronica determinada que afecta al corazén, se denomina Cardiopatia Chagasica
Crénica (CCC), donde los pacientes con esta afeccion pueden presentar arritmias, falla
cardiaca, tromboembolismo y 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?.

Varios estudios han evidenciado que durante el curso de la CCC, hay dafio
microvascular 3. La infeccion por T. cruzi en células endoteliales provoca su activacion,
aumentando la expresion de moléculas de adhesion celular como la E-selectina, VCAM-
1 (vascular cell adhesion molecule-1) e ICAM-1 (intercellular cell adhesiéon molecule-1),

fomentando la llegada de células inflamatorias; ademas, se aumenta el tono vascular y



se favorece la agregacion de plaquetas, provocando isquemia. Todos estos efectos se
han asociado con la activacion del factor nuclear kB (NF-kB)?.

Hoy en dia el tratamiento se realiza con nifurtimox o benznidazol, que también provocan
efectos adversos en los pacientes y han presentado eficacia limitada en la fase cronica
de la enfermedad®. Sin embargo, se ha propuesto que la combinacién con otros
medicamentos podria aumentar el efecto tripanocida de los farmacos convencionales y
mejorar aspectos fisiopatoldgicos involucrados en los trastornos crénicos. Es asi como
las estatinas, que tienen efectos antiinflamatorios®, antiagregantes plaquetarios’ y
también disminuyen la expresiéon de moléculas de adhesiéon®, podrian ayudar durante el
tratamiento, especialmente en la fase cronica de la enfermedad.

La 15-epi-LXA4, un eicosanoide muy eficaz contra la inflamacion, podria ser el
mediador de los efectos de las estatinas®. Por lo tanto, se propone que las estatinas
particularmente la simvastatina, podria disminuir la activacion endotelial en la CCC, a
través de la produccion de 15-epi-LXA4 y con ello un tratamiento para la disfuncion
endotelial y una eficacia al tratamiento ya disponible. Hay pocos antecedentes del
beneficio de las estatinas en la CCC.

La necesidad de encontrar mejores farmacos para tratar la enfermedad de Chagas
sigue siendo urgente, por tanto al responder esta hipotesis, se sustenta la idea de
mejorar la eficiencia del tratamiento disponible en la actualidad, con farmacos ya en uso

y por tanto clinicamente bien conocidos.



4. MARCO TEORICO:

Antecedentes

La enfermedad de Chagas es una infeccion sistémica causada por el protozoo flagelado
llamado Trypanosoma cruzi. Fue descubierta por un médico brasileiio Carlos Chagas
en 1909. Es transmitida al ser humano y a mas de 150 especies de mamiferos por
medio de un insecto vector de la subfamilia de los hematofagos Triatominae. Una de las
especies presente en Chile corresponde a Triatoma infestans, conocido vulgarmente

como vinchucal®.

Epidemiologia

Aproximadamente 10 millones de personas tienen esta enfermedad en América Latina,
donde es endémical®. Se calcula que mas de 25 millones de personas estan en
riesgo de contraer la enfermedad de Chagas y en el afio 2008 murieron méas de 10.000
personas por esta causal. A pesar de que la incidencia de esta enfermedad ha
disminuido en los ultimos 20 afios gracias a programas de control del vector bioldgico,

sigue siendo un importante problema de salud publica?.

Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi

El parasito tiene un ciclo de vida complejo que consta de cuatro etapas. Comienza
cuando los tripomastigotes (forma infectante del parasito) sanguineos son ingeridos
por los insectos triatominos y una vez en el intestino anterior, se transforman en
epimastigotes (forma replicativa del parasito). Desde el intestino anterior, los parasitos
se transforman en tripomastigotes metaciclicos, durante su paso al intestino posterior

del insecto. Estos son depositados a través de las heces del insecto vector cuando se



alimenta en un hospedero mamifero. El parasito que se encuentra en las heces
cargadas ingresa por la mucosa, conjuntivas o heridas de piel producto de la picadura
del vector. Una vez estando el parasito en el hospedero mamifero, los tripomastigotes
entran a una célula y se transforman en amastigotes (forma intracelular y replicativa del
parasito). Los amastigotes luego se transforman en tripomastigotes que se liberan al

torrente sanguineo producto de la ruptura de la célula infectada'?.
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi en el hospedero y en el insecto

vector. Fuente: www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html



Presentacion clinica de la enfermedad de Chagas

Clinicamente, la enfermedad de Chagas presenta dos fases: aguda y cronica. La fase
aguda es a menudo asintomética o puede presentarse con una fiebre autolimitada,
taquicardia, ademas de otros sintomas inespecificos. También suele presentarse una
lesion inflamatoria en el lugar por donde ingresa el parasito llamada chagoma, un
edema periorbitario unilateral (Signo de Romafia), conjuntivitis, entre otros*!. El 90% de
los pacientes que presentan estas manifestaciones de la fase aguda lo resuelven

espontaneamente®,

La fase cronica se presenta en forma latente y, luego de 10 a 30 afios de su infeccion
inicial, un 30% aproximadamente de los pacientes comienzan a presentar
manifestaciones clinicas de tipo cardiaca o digestiva y una proporcion mucho menor de

pacientes pueden presentar ambas??,

Hay que tener presente que en una infeccion aguda hay un gran aumento de parasitos
en sangre, que al entrar en contacto con las células del sistema inmune producen una
respuesta inflamatoria, cuyo propdsito es evitar la proliferacion del parasito. Si esta
respuesta inflamatoria es permanente en el tiempo, da lugar a la fase cronica de esta
enfermedad, donde los parasitos se encuentran alojados en los 6rganos y tejidos del

hospedero mamifero, entre ellos el corazén y disminuyen en sangre!s.

Respuesta en el hospedero

Los efectos de la enfermedad, asi como en otras infecciones, dependen tanto del

parasito como del hospedero mamifero. Diferentes estudios en modelos experimentales



han descrito que IFN-gamma (IFN-y) y macrofagos son elementos importantes que

controlan la replicacién del parasito durante la fase aguda de la infeccién!?,

Cuando el parasito infecta células nucleadas, como por ejemplo los macréfagos, estas
liberan interleuquina 12 (IL-12) que induce la liberacion de IFN-y desde las células
Natural Killer (NK)'°. Ademas, INF-y junto al factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
induce la expresién de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)'. La expresion
de INOS producida por citoquinas inflamatorias favorece la liberacion de grandes
cantidades de 6xido nitrico (NO'). El exceso de NO puede reaccionar con el anién
superoxido y radicales libres (O2°), produciendo especies altamente reactivas, como el

peroxinitrito, que puede llegar a ser altamente téxico para el parasito!’.

Por lo tanto, el aumento inicial de la parasitemia es controlada por citoquinas
proinflamatorias y mediadores microbicidas liberados por los macrofagos y las células
NK. Estas respuestas inmunes innatas son seguidas por la activacion policlonal de los
principales subgrupos de linfocitos, y la aparicion de la inmunidad adquirida contra el

parasito mediado por células T CD4*, células T CD8* y las células B'3218,

En conjunto, estas respuestas inmunitarias reducen, pero no eliminan la carga
parasitaria. En cuanto a las células T, las respuestas Thl CD4* median en la proteccion
contra la infeccién por T. cruzi, mientras que se ha descrito que las respuestas Th2 se

correlacionan con la persistencia del parasito*®1°,

Las respuestas proinflamatorias activadas por el T. cruzi son contrarrestadas por
respuestas antiinflamatorias mediadas principalmente por IL-10 y factor de crecimiento

transformante-B (TGF-B)%°. Las respuestas antiinflamatorias inducidas por T. cruzi



juegan un papel importante en la persistencia del parasito y es el mecanismo que tiene

el parasito para evadir al sistema inmune?®.

Por otra parte, la infeccién con T. cruzi desencadena la apoptosis de los linfocitos T y
linfocitos B?!. Luego de la apoptosis, las células muertas son fagocitadas por los
macréfagos. La fagocitosis de los linfocitos apoptéticos permite que los amastigotes de
T. cruzi se repliqguen en los macréfagos a través de una cascada bioquimica que incluye
prostaglandina E2 (PGE2), TGF-B, la ornitina descarboxilasa y la sintesis de
poliaminas?2. Estudios experimentales han descrito que el aumento de la replicacion de
T. cruzi depende de la producciéon de TGF-B por los macréfagos que fagocitan las

células muertas!3a,

De este modo, se va incrementando el dafio en las estructuras de los 6rganos a través

del tiempo, manifestdndose sintomas propios de la fase crénica.

Cardiopatia Chagasica Cronica

Si este mecanismo de defensa del hospedero mamifero se mantiene en el tiempo, da
lugar a la fase crénica de la enfermedad, donde la inflamacion prolongada, isquemia y
necrosis producto de vasoespasmos locales, genera remodelamiento cardiaco.
Ademas, los tripomastigotes acceden a los miocitos cardiacos, invadiendo células
endoteliales, células musculares lisas vasculares y areas intersticiales de la
vasculatura, siendo destruidas con formacion de aneurismas apicales. También ocurre
reemplazo de los cardiomiocitos a tejido fibroso, con acumulacion de colageno

extracelular. Todos estos cambios llevan a alteraciones funcionales del corazénil.

10



Como consecuencia, la forma cardiaca es la manifestacion mas grave y frecuente de la
enfermedad. Esta se desarrolla entre 20% y 30% de los individuos y por lo general,
conduce a anormalidades del sistema de conduccion, bradiarritmias y taquiarritmias,
aneurismas apicales, insuficiencia cardiaca, enfermedad tromboembolica y muerte

sUbita 19,

Disfuncidon endotelial y dafio microvascular

Debido a que la vasculatura comprende el 35% del volumen del miocardio, es
razonable especular que la naturaleza de la interaccion del parasito y el endotelio son

importantes en la patogénesis de esta infeccion?3.

La disfuncion endotelial se altera en enfermedades cardiovasculares y juega un papel
protagoénico en la regulaciéon del tono vascular, homeostasis e inflamacién vascular ?4.
La homeostasis vascular se mantiene con un control estricto del equilibrio entre un
estado vasodilatador, que a menudo se asocia con efectos antioxidantes,
antiinflamatorios y antitromboticos, por un lado y un estado vasoconstrictor en el otro,
asociandose con efectos prooxidantes, proinflamatorios y protrombéticos?®. El estado
vasodilatador estd mediado por factores tales como NO®, el factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF) y prostaciclinas, mientras que un estado vasoconstrictor
esta mediado por factores tales como la endotelina-1 (ET-1), la angiotensina Il y

tromboxano?6:27,

La infeccion por T. cruzi genera un estado vasoconstrictor en el endotelio, donde se ha
observado, por lo tanto, inflamacion, agregados plaquetarios y fibrina. Ademas, la

infeccion de células endoteliales activa el NF-kB, promoviendo la expresion de
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moléculas de adhesion celular del endotelio (E-CAMs) como la selectina endotelial (E-
selectina), molécula de adhesion celular vascular (VCAM-1) y la molécula de adhesién

intracelular-1 (ICAM-1)?3 .

En la CCC se produce entonces dafo microvascular y se activa la cascada de
sefalizacion de NF-kB, dando lugar a la expresiéon de citoquinas pro-inflamatorias y
reclutamiento de células inflamatorias, producto del aumento de expresion de E-
CAMs?3, Diversos estudios muestran que E-selectina y V-CAM-1 se encuentran
elevados en pacientes con enfermedad de Chagas y ademas, regulan el reclutamiento
de células inflamatorias, cuya persistencia determina la evolucion de la cardiomiopatia

chagasica?®.

Tratamiento de la enfermedad de Chagas

Hoy en dia se utilizan como tratamiento etiolégico de esta afeccion, los farmacos
nifurtimox o benznidazol; los cuales provocan diversos efectos adversos en los
pacientes y se ha visto que presentan eficacia limitada durante la fase crénica?®. Por
este motivo, se ha investigado profusamente alternativas farmacoldgicas, con eficacia
tripanocida mayor. Hasta la fecha, no se ha desarrollado ningun farmaco mas eficaz
qgue el nifurtimox o el benznidazol. Por lo tanto, una alternativa terapéutica es modificar
los procesos fisiopatoldégicos, de manera de mejorar la terapia antiparasitaria
convencional®®. Es asi como otros farmacos, como por ejemplo las estatinas, pueden
tener efectos benéficos en el tratamiento de la enfermedad de Chagas por sus

caracteristicas antiinflamatorias3°.
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Las estatinas son farmacos hipolipemiantes que, adicionalmente, tienen efectos
antiinflamatorios, vasodilatadores y antiagregantes plaquetarios; también, reducen el
reclutamiento de células inflamatorias, disminuyen la inflamaciéon en el endotelio

vascular y la expresion de E-CAMs®2:3L,

Las estatinas inducen un aumento en la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) y oxido
nitrico sintasa inducible (iNOS). La iINOS puede modificar a la COX-2, a través de una
S-nitrosilacion en la cisteina 526 de COX-2. Esto hace que COX-2 se active
enzimaticamente y se produzca prostaglandina H2 (PGH2) y acido 15-
hidroxieicosatetraenoico (15-R-HETE), precursores de PGE2 y 15-epi-LXA4,
respectivamente®®. Ademas, las estatinas activan a la proteinkinasa A (PKA), que
fosforila a la 5-Lipooxigenasa (5-LO). Estando la 5-LO fosforilada, esta no migrara
desde el citoplasma a la membrana perinuclear. Si migra, interactuara con la fosfolipasa
A2 citosolica (cPLA2) y se produciran leucotrienos. En cambio, si la 5-LO permanece
en el citoplasma, interactia con la COX-2 para generar 15-epi-lipoxinas. Asi, las

estatinas evitan la migracion de la 5-LO para producir eicosanoides antinflamatorios®32,

Efectos de las estatinas sobre el reclutamiento de leucocitos

Uno de los pasos mas importantes en la respuesta inflamatoria es el paso de las células
inmunes de la sangre al tejido lesionado. El endotelio es una capa monocelular que
recubre el interior de los vasos y proporciona una superficie no adhesiva. Alteraciones
hemodindmicas persistentes o factores inflamatorios tales como IL-1 y TNFa
aumentan la expresion de una variedad de moléculas de adhesiéon de la superficie

celular, incluyendo algunas selectinas, asi como la ICAM-1 y VCAM-133, Esto es propio
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del endotelio inflamado y permite que se produzca la llamada diapédesis de leucocitos.

Esta transmigracion requiere del "rolling" de leucocitos en la pared del vaso a través de

selectinas (E, P y L - selectina), lo que permite la activacion de leucocitos por

quimioquinas presentes en el endotelio celular34. El acoplamiento de los receptores de

quimioquinas conduce a sefales intracelulares que convierten las integrinas de

leucocitos de un estado de baja a alta afinidad. LFA-1 (antigeno 1 asociado a la funcion

de linfocitos) y VLA —4, son dos receptores de integrina importantes en los leucocitos,

gue se unen a los ligandos ICAM-1 y VCAM-1, respectivamente. La interaccion de las

integrinas de leucocitos con estas moléculas de adhesién promueve la adhesion de los

leucocitos a la capa del endotelio y la posterior transmigracions®,

Lipopolysaccharide

@ cPLA,

B

Statin

Figura 2. Ruta biosintética
de 15-epi-lipoxinas. Se
muestra el switch que
generan las estatinas,
actvando a PKA vy
aumentado la actividad de
la INOS, 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-
LXA4%, (Birnbaum and Ye
2012).
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Los efectos sobre la adhesion de leucocitos en pruebas in vitro indican que las estatinas
regulan las moléculas que participan en todas las etapas de la cascada de adhesion
endotelial. Se ha reportado que pueden reducir la expresion, inducida por la
inflamacién, de selectinas de plaquetas (P) y de endotelio (E) en células endoteliales®
mediante el control de la liberacion de oOxido nitrico (NO) y las vias NF-kB,

respectivamente3® 37,

Asimismo, se ha descrito que los efectos de las estatinas descritos anteriormente se
pueden revertir mediante la adiciéon de acido mevalénico o isoprenoide?®®; sin embargo,
pueden afectar la union de LFA-1(Lymphocyte function associated antigen-1) a la
ICAM-1, independientemente de la inhibicion de la biosintesis de mevalonato. Esto es
debido a la capacidad de las estatinas para unirse directamente al llamado sitio de
union de lovastatina (L-sitio) en el dominio extracelular de LFA-1, que también esta

involucrado en la union de ICAM-13°,

Se ha reportado que, en perros, las estatinas, especificamente la simvastatina, modulan
la respuesta inmune durante la fase aguda y reducen la infiltracién inflamatoria en el
corazén de perros infectados con T. cruzi; ademas, disminuyen los niveles séricos de
citoquinas proinflamatorias durante la fase crénica y a dosis altas, modulan la

produccion de 15-epi-LXA4%: 40,

Tomando en cuenta lo anterior, se propone que la funcion endotelial, en la infeccion con
T. cruzi, puede mejorar en presencia de simvastina mediante la produccién de 15-epi-

LXA4.
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La 15-epi-LXA4 pertenece a la familia de las lipoxinas A4 (LXA4), que son mediadores
de doble accion que activan vias celulares especificas para provocar efectos tanto anti-

inflamatorios como pro-resolutorios 41.

Varios estudios confirman que las lipoxinas actian como mediadores antiinflamatorios
mediante la inhibicion de infiltracion de neutréfilos. Ademas, inhiben su transmigracion
en los sitios de inflamacién, a través de la induccion en la produccion de éxido nitrico
para suprimir las interacciones de leucocitos endoteliales*’. Las lipoxinas también
pueden inhibir la produccién de citoquinas pro-inflamatorias y quimiocinas, a través de
la inhibicién de factores de transcripciéon como el factor NF-kB*3#4, Igualmente, otro
estudio en células endoteliales humanas, donde se investigo los efectos de LXA4 en la
expresion de moléculas de adhesién y la union de linfocitos mediada por las citoquinas,
demostré que la LXA4 es capaz de bloquear citoquinas proinflamatorias tales como la
interleucina-1B (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)*. Ambas citoquinas
inducen una regulacion positiva de E-selectina e ICAM-1, asi como también bloquean la

unién de linfocitos al endotelio vascular, un fenémeno que esta mediado por VCAM-14°,

Estos resultados sugieren un papel importante para LXA4 en la regulacion de los pasos

criticos relacionados con la patogénesis de la CCC.

Por consiguiente, seria crucial aumentar la eficacia de los farmacos actualmente
disponibles para el tratamiento etiologico de la enfermedad de Chagas, a través de la
simvastina, la cual podria mejorar o prevenir algunos de los dafios que se producen en
la Cardiopatia Chagasica Cronica; por lo tanto se plantea que la simvastatina es capaz

de disminuir la expresion de moléculas de adhesién en un modelo in vitro de células
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endoteliales infectadas con Trypanosoma cruzi, mediante la induccién en la produccion

del eicosanoide antiinflamatorio 15-epi-LXA4 .

17



5. HIPOTESIS:

La simvastatina disminuye la expresion de moléculas de adhesion en células
endoteliales infectadas con Trypanosoma cruzi, a través de la induccion de la

produccion del eicosanoide antiinflamatorio 15-epi-lipoxina A4.

6. OBJETIVOS:

Objetivo general

Evaluar el efecto de simvastatina sobre la produccion de moléculas de adhesion
vascular en células endoteliales infectadas con Trypanosoma cruzi, y relacionarlo con la

produccién de 15-epi-lipoxina A4.

Objetivos especificos

1. Determinar la cinética de produccién de 15-epi-lipoxina A4 en células endoteliales

(EA.hy926) infectadas con T. cruzi y tratadas con simvastatina.

2. Evaluar el efecto del bloqueo de 5-lipooxigenasa, en presencia de simvastatina,
sobre la expresion de moléculas de adhesion celular en células endoteliales infectadas

con T. cruzi.

3. Evaluar el efecto directo de 15-epi-lipoxina A4 sobre la expresion de moléculas de
adhesion, en células endoteliales infectadas con T. cruzi y compararla con el efecto de

simvastatina en este mismo modelo.
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7. MATERIALES Y METODOS:

7.1 Materiales

La 15-epi-LXA4 y los reactivos para citometria de flujo, incluyendo anticuerpos anti-E-
selectina, anti-ICAM y anti-VCAM humanos se obtuvieron de Cayman Chemical
(Cayman, USA) y la simvastatina, AA-861, los medios de cultivo y otros reactivos se

obtuvieron de Sigma-Aldrich.

Los tripomastigotes de T. cruzi, clon Dm28c, se obtuvieron de cultivos celulares
infectados en el laboratorio de Bioquimica, Metabolismo y Resistencia a Farmacos,
dirigido por el Dr. Juan Diego Maya, manteniendo una relacién con las células de 1:10.
Los cultivos celulares corresponden a células EA.hy926, y los cultivos estan dedicados

exclusivamente para obtener tripomastigotes.

La linea celular EA.hy926 corresponde a células de endotelio humano que presentan
funciones caracteristicas, como produccién de endotelina 146, prostaciclinas*’ y
moléculas de adhesién*® y mantienen la capacidad de interactuar con leucocitos*®. Se
cultivaron en Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) con 10% de suero fetal
bovino, en presencia de 100 U/ml de penicilina G y 100 mg/ml de estreptomicina sulfato

a 37°C con CO2 al 5%.
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7.2 Métodos

7.2.1 Cultivos celulares:

Se utilizaron células EA.hy926, que presentan funciones caracteristicas de células de
endotelio humano. Se cultivaron en Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) con
10% de suero fetal bovino, en presencia de 100 U/mL de penicilina G y 100 mg/mL de
Estreptomicina sulfato a 37°C con CO:2 al 5%. Se sembraron en placas de 6 pocillos y

12 pocillos.

7.2.2 Analisis de viabilidad celular:

La viabilidad celular se determiné mediante un ensayo de determinacion de anexina- V
e incorporacion de loduro de propidio. Se sembraron 15x10% células EA.hy926 en una
placa de 12 pocillos y se mantuvieron con medio fresco durante 24 horas.
Posteriormente se lavaron e incubaron con concentraciones crecientes del inhibidor de
5-LO, AA-861, (1, 25 y 50 pM) durante 24 horas. Luego de retirar el tratamiento, las
células fueron lavadas en frio con PBS vy retiradas con EDTA; se realizaron dos
centrifugaciones y lavados y se resuspendieron en tampén de union de anexina 1X
(1X10°© cel/ml de tampdn). A cada suspension celular de 100 pl se agregd 5 pl de Alexa
fldor y 1 ul de PI (loduro de propidio) solucion de trabajo; luego se dejo incubando
durante 15 min a T° ambiente. Posteriormente, se agreg6 400 pul de tampdn de unién de
anexina 1X, y se homogeniz6 suavemente, manteniéndose en hielo hasta su analisis

por citometria de flujo.
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7.2.3 Determinacion de 15-epi-lipoxina A4 en sobrenadante de cultivos de células
endoteliales infectadas con T. cruzi.

Para determinar la cinética de produccién de 15-epi-LXA4 en células endoteliales
(EA.hy926) no infectadas o infectadas con T. cruzi y tratadas con simvastatina, se

realizo el siguiente procedimiento:

Al alcanzar las células una confluencia del 60-70% en el cultivo, se retir6 el medio de
cultivo y se afadié medio fresco con los parasitos cuando corresponde, en una relacion
1:10, permitiendo la interaccion con las células pretratadas durante 16 horas.
Posteriormente, se incubaron con simvastatina 5 pM a tiempos 0, 3, 6, 12 y 24 horas
tomando a estos tiempos el sobrenadante de los cultivos para cuantificar la presencia
de 15-epi-LXA4, mediante la técnica de ELISA. Este ensayo se basa en la competencia
entre un conjugado enzimatico y 15-epi-LXA4 en la muestra para un numero limitado de
sitios de unién. El procedimiento se realizé con un kit (US Biologicals® Salem, MA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los resultados cuantitativos se obtuvieron
mediante la medicién y la comparacion de la lectura de absorbancia de los pocillos de
las muestras frente a los estandares con un lector de microplacas a 650 nm. El grado
de desarrollo de color es inversamente proporcional a la cantidad de 15-epi-LXA4 en la
muestra o estandar. Por ejemplo, la ausencia de 15-epi-LXA4 en la muestra dara lugar
a un color azul brillante, mientras que la presencia de 15-epi-LXA4 tendra como

resultado el desarrollo de poco o nada de color.
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7.2.4 Deteccion de moléculas de adhesion en células endoteliales infectadas con
T. cruzi.

Se sembraron 3X10° células EA.hy926 en placas de 6 pocillos y se mantuvieron con
medio fresco durante 12 horas, luego fueron lavadas y las células se incubaron en
presencia de simvastatina 5 M, inhibidor AA-861 a concentracion de 25 y 50 uM, AA-
861 de 25 uM o 50 uM mas simvastatina 5 uM, 15-epi-LXA4 de 1, 10, 100 nM o aspirina
de 0,125 mM segun corresponda, durante 24 horas. Se utilizaron como control negativo
células sin ningun tratamiento y sin infectar y como control positivo células tratadas con
TNFa (20 ng/ml). Posteriormente se lavaron suavemente y fueron puestas en contacto
con parasitos aislados de T. cruzi en una relacion célula-parasito de 1:10 durante 16
horas. Después de lavar con PBS 1X frio, se desprendieron con una soluciéon de EDTA-
PBS 1X a 0,5 mM, y tras lavarlas 2 veces con Buffer Staining flow cytometry frio, se
incubaron con un anticuerpo monoclonal de raton conjugado a PE contra E-selectina,
anticuerpo monoclonal de raton conjugado a FITC contra ICAM-1 y un anticuerpo
monoclonal de raton conjugado a APC contra VCAM-1 simultaneamente durante 30
minutos. La fluorescencia asociada a la superficie celular fue detectada por citometria

de flujo usando un equipo FACSaria lll (BD technologies).

7.2.5 Andlisis estadistico de los datos

Tomando en consideracién que se estudio el bloqueo de la produccion de 15-epi-LXA4
Yy Sus respectivos controles no sometidos a tratamiento, las comparaciones se
realizaron a través de la prueba de ANOVA con pruebas post hoc Dunnett’s y Tukey’s.
El andlisis de varianza se realiz6 con ANOVA de una via (one-way ANOVA), ya que en

algunos casos son mas de tres grupos experimentales, seguido de un test de Tukey’s
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para multiples comparaciones, cuando fue necesario se realizaron multiples
comparaciones a través de t de Student. Los resultados fueron expresados como
promedios + SEM de al menos tres experimentos independientes. El n=3 corresponde
al minimo namero de experimentos requeridos para tener un 95% de confianza, dada la
variabilidad de los estudios in vitro propuestos. La significancia estadistica se determiné
con un valor de p<0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron en el software

Prism 5 for Windows (GraphPad Software, Inc)
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8. RESULTADOS

Objetivo 1. Determinar la cinética de produccion de 15-epi-LXA4 en células

endoteliales (EA.hy926) infectadas con T. cruzi y tratadas con simvastatina.

Cinética de produccion de 15 epi-lipoxina A4 en células endoteliales EA.hy926.

En primer lugar, se determiné el efecto de la simvastatina sobre la produccion de 15-
epi-LXA4 en células EA.hy926 sin infectar. En la figura 3 se observa que los niveles de
15-epi-LXA4 comienzan a aumentar a partir de las 6 horas de incubacion con
simvastatina, alcanzando la maxima produccién a las 24 horas. Sin embargo, los

niveles alcanzados no son muy altos.

En contraste, cuando se determiné el efecto de simvastatina sobre la produccién de 15-
epi-LXA4 en células EA.hy926 infectadas con tripomastigotes de T. cruzi, se pudo
apreciar un incremento significativo, dependiente del tiempo de incubacion, en la
produccion de este eicosanoide (figura 3). Lo mas interesante es que los niveles de 15-
epi-LXA4 fueron méas altos en el modelo infectado en comparacion con las células
sanas. Lo anterior indica que la presencia de una noxa proinflamatoria es esencial para
que la simvastatina pueda gatillar la produccién de cantidades significativas de 15-epi-
LXA4. Es necesario afiadir que en estos experimentos se utilizé una concentracion de 5
MM de simvastatina, pues se ha observado que a concentraciones mayores induce

citotoxicidad en células EA.hy926 (datos no mostrados).
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Figura 3. Induccion de la produccidon de 15-epi-lipoxina A4 en células EA.hy926 sin infectar o infectadas con
Trypanosoma cruzi y tratadas con simvastatina. La concentracion de 15-epi-LXA4 se determin6 en un ensayo de
CELISA, luego de incubar células EA.hy926 infectadas con tripomastigotes en una relaciéon célula-paréasito 1:10,
durante 16 horas y posteriormente incubadas con simvastatina 5 pM durante 0, 3, 6, 12 y 24 horas o células sin
infectar e incubadas con simvastatina 5 uM durante 0, 3, 6, 12 y 24 horas. Se tomaron muestras del sobrenadante a
los tiempos indicados en la figura para la determinacion de los niveles de 15-epi-lipoxina A4 como se describe en
metodologia. Los datos se expresan como la media +/- SEM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de
t de Student de multiples comparaciones, indicando diferencias significativamente estadisticas entre simvastatina v/s
simvastatina + T. cruzi (P<0,05)

Objetivo 2. Evaluar el efecto del bloqueo de 5-lipooxigenasa, en presencia de

simvastatina, sobre la expresibn de moléculas de adhesion celular en células

endoteliales infectadas con T. cruzi
Expresién de E-CAMs en un modelo de activacion endotelial.

El TNF-a es una citoquina involucrada en muchas reacciones inflamatorias. No sélo
responden a este estimulo células del sistema inmune sino también otras células como
las células endoteliales. Por lo que constituye un excelente modelo de activacion
endotelial y permite garantizar que las células EA.hy926 usadas en los ensayos de

expresion de moléculas de adhesion efectivamente responden a estimulos inflamatorios

25



mediante la expresion de moléculas de adhesion. En la figura 4 se aprecia activacion
endotelial, marcada por un significativo aumento de la expresion de E-selectina, VCAM-
1 e ICAM-1 a las 16 horas de incubacion con 20 ng/ml de TNF-a. Previamente, en el
laboratorio se estableciéo que el maximo incremento en la expresion de moléculas de
adhesion en este tipo celular ocurre a las 16 horas y se mantiene en este nivel hasta

por 36 horas (datos no mostrados).

Efecto de simvastatina sobre la expresion de ECAMs en células infectadas con T.
cruzi.

De manera similar a lo observado con TNF-q, las células endoteliales se activaron con
la infeccion con tripomastigotes de T. cruzi. Asi, en la figura 5 se puede apreciar que la
incubacion con simvastatina 5 pM, administrada antes de inducir la infecciéon con T.
cruzi, fue capaz de disminuir significativamente la expresion de ICAM-1. Sin embargo, y
de manera inesperada, no se afecto la expresion de E-selectina ni de VCAM-1. Se us6
aspirina 0.125 mM como control positivo, pues se describié que este farmaco disminuye
la expresion de ICAM; sin embargo, este resultado fue reportado en macréfagos y no en

células endoteliales*°.
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Figura 4. TNF-a induce la expresién de moléculas de adhesion celular en células endoteliales EA-hy926. Las
células EA-hy926 fueron incubadas durante 16 horas con TNFa (20 ng/ml) y se extrajeron muestras a los tiempos
indicados en la figura para determinacion de E-selectina (A), VCAM-1 (B) e ICAM-1 (C) por citometria de flujo. Los
datos corresponden a la normalizacién usando el promedio +/- SEM de la intensidad de fluorescencia media
para cada marcador en base al control y corresponden a los duplicados de tres experimentos independientes.

Las comparaciones se realizaron mediante ANOVA de una via y post test de Dunnett's (*P<0,5; **p<0,01;

****pn<0,001 v/s control).

Dado que la actividad de 5-LO es esencial para la produccion de 15-epi-LXA4, fue
necesario evaluar la consecuencia de la inhibicion de esta enzima sobre la expresion de
moléculas de adhesién y asi vincular el efecto de 15-epi-LXA4 con la expresion de
moléculas de adhesion en células EA.hy926 en presencia de simvastatina. El efecto de
la inhibicion de 5-LO con AA-861 en un modelo celular no activado, tratado con
simvastatina (Figura 6), no provocé cambios significativos en la expresion basal de las

moléculas de adhesion E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1. Si llama la atencién que al
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inhibir la actividad de 5-LO, en un modelo activado con T. cruzi, solo se revirtio el efecto
sobre la expresion de ICAM-1 (figura 5). Es necesario indicar que AA-861 no afecta la
viabilidad de las células endoteliales EA.hy926 a las concentraciones usadas en estos
experimentos (figura 7). El analisis de viabilidad se realizé analizando la incorporacion
de ioduro de propidio (IP) y la marcacion de fosfatidilserina en la superficie de la
membrana celular mediante anexina V. La incorporacion de ioduro de propidio permite
determinar la integridad de la membrana y evaluar si hay dafio por necrosis celular,
mientras que la determinacion de fosfatidilserina permite evaluar si el farmaco induce

muerte por apoptosis.
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Figura 5. La simvastatina disminuye los niveles de ICAM en células endoteliales activadas con T. cruzi, en un proceso dependiente de la actividad
de 5-Lipooxigenasa. Se incubaron células EA-hy926 con simvastatina (simv), AA-861 y aspirina a las concentraciones indicadas en la figura, durante 24
horas. Posteriormente se infectaron con tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Dm28c (en una relacion 1:10) durante 16 horas. La expresion de E-selectina
(A), VCAM-1 (B) e ICAM-1 (C) se determind por analisis FACS. Los datos corresponden a la normalizacion usando el promedio +/- SEM de la intensidad de
fluorescencia media para cada marcador en base al control y corresponden a los duplicados de tres experimentos independientes. Las comparaciones se
realizaron mediante analisis de ANOVA de una via y post test de Tukey’s (* p<0,5; *P<0,1; *** P<0,01; **** P<0,001). Histogramas representativos de la
citometria de flujo que muestran el efecto de la activacion endotelial (D), tratamiento con simvastatina 5 uM (E) y simvastatina en combinacion con AA-861
(F), para cada una de las tres moléculas de adhesién analizadas y que fueron la base del andlisis presentado en A, By C.
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Figura 6. La simvastatina no afecta la expresion de moléculas de adhesién en células endoteliales en reposo. Las células EA-hy926 se incubaron durante 24 horas
con simvastatina (simv) 5 pM, el inhibidor de 5-LO, AA-861 a 25y 50 pM y la combinacion de AA-861 y simvastatina a 25 pM y 5 pM, respectivamente. La expresion de E-
selectina (A), VCAM-1 (B) e ICAM-1 (C) se determiné mediante andlisis por citometria de flujo. Se presentan los histogramas representativos para simvastatina 5 uM (D) y la
combinacion de simvastatina y AA-861 (E). Los datos corresponden a la normalizacién usando el promedio +- SEM de la intensidad de fluorescencia media para
cada marcador en base al control y corresponden a los duplicados de tres experimentos independientes. Las comparaciones fueron realizadas por ANOVA de una via.
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Figura 7. La inhibicion de 5-Lipooxigenasa con AA-861 no afecta la viabilidad de células endoteliales EA.hy926. Se presenta los paneles representativos del recuento
de eventos mediante citometria de flujo correspondientes a cada uno de los analisis realizados: en el eje Y se grafican los eventos correspondientes a células que incorporan o
no ioduro de propidio. En el eje X se grafican los eventos correspondientes a Anexina V. Las células marcadas con Anexina V (-) PI (+) se muestran en el area de Q1; células
marcadas con Anexina V (+) PI (+) se muestran en el area de Q2; células marcadas con Anexina V (-) PI (-) se muestran en el area de Q3; células marcadas con Anexina V (+)
PI (-) se muestran en el area de Q4. La figura es representativa de tres experimentos independientes. Las células endoteliales EA.hy926 se incubaron durante 24 horas con
AA-861 a0 uM (A), 1 pM (B), 25 uM (C) y 50 uM (D).
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Efecto de simvastatina y de concentraciones crecientes del inhibidor de 5-LO

(AA-861) en células endoteliales EA.hy926 infectadas con T. cruzi

Tomando en cuenta que el experimento de la figura 5 se realiz6 con una sola
concentracion del inhibidor de 5-LO, explicando asi la ausencia de efecto sobre la
expresion de E-selectina y de VCAM-1, se decidi6 evaluar si a concentraciones
mayores de AA-861 se presenta el efecto esperado. No obstante, los resultados fueron
consistentes con lo observado anteriormente. Es decir, s6lo se revierte el efecto de
simvastatina 5 uM con AA-861, a concentraciones de 25y 50 uM, sobre la expresion de
ICAM-1 (figura 8C). Sin embargo a concentracion de 100 uM este efecto desaparece.
Por razon de solubilidad, no se pudo evaluar concentraciones mayores de 100 uM del
inhibidor. Interesantemente, se aprecia una tendencia, dependiente de la concentracion,
de inducir un incremento en la expresion de E-selectina y VCAM-1 (Figura 8A y 8B).
Sin embargo, aunque estadisticamente significativo, el valor del incremento no es

mayor a dos veces, por lo que probablemente es un efecto visual del grafico.
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Figura 8. Efecto de la combinacion de simvastatina con concentraciones crecientes del inhibidor de 5-LO sobre la expresién de moléculas de adhesion
celular. Se incubaron, durante 24 horas, células EA.hy926 con simvastatina (simv) 5 puM y concentraciones crecientes de AA-861, inhibidor de 5-LO.
Posteriormente, las células se infectaron con tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Dm28c (en una relacién 1:10) durante 16 horas. La expresion de E-selectina
(A), VCAM-1(B) e ICAM-1 (C) se determiné por andlisis FACS. Los datos corresponden a la normalizacion usando el promedio +/- SEM de la intensidad de
fluorescencia media para cada marcador en base al control y corresponden a los duplicados de tres experimentos independientes. Las
comparaciones se realizaron mediante analisis de ANOVA de una via y post test de Tukey’'s (* p<0,5; *P<0,1; *** P<0,01; **** P<0,001). Histogramas
representativos de la citometria de flujo que muestran el efecto de la activacion endotelial (D), tratamiento con simvastatina 5 pM (E) y simvastatina en
combinacién con AA-861 50 uM (F), para cada una de las tres moléculas de adhesion analizadas y que fueron la base del analisis presentado en A, By C.
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Objetivo 3. Evaluar el efecto directo de 15-epi-lipoxina A4 sobre la expresion de
moléculas de adhesion, en células endoteliales infectadas con T. cruzi y compararla con

el efecto de simvastatina en este mismo modelo.

Efecto de 15 epi-lipoxina A4 en células endoteliales EA.hy926 infectadas con T.

cruzi

Como se ha descrito en la literatura, parte de los efectos pleiotropicos de las estatinas,
incluyendo a simvastatina, incluye acciones antiinflamatorias que pueden estar
mediadas por 15-epi-LXA4. Asi, la administracion exdgena de 15-epi-LXA4 puede
mimetizar algunos de los efectos de simvastatina. Para evaluar esta posibilidad, se
estudio el efecto de este eicosanoide sobre la expresion de moléculas de adhesion en
células activadas con T. cruzi. De esta manera, se incubaron células EA.hy926 con
concentracion crecientes de 15-epi-LXA4 y posteriormente se infectaron con T. cruzi.
Como se puede apreciar en la figura 9, la 15-epi-LXA4 no afectd la expresion de E-
selectina (figura 9A) ni de VCAM-1 (figura 9B). Sin embargo el efecto sobre la expresion
de ICAM-1 (figura 9C) fue muy similar al observado con simvastatina y con aspirina. Es
importante hacer notar que no se aprecia un efecto dependiente de la concentracion.
Es posible que a concentracién de 1 ng/ml, se alcanza el efecto maximo de 15-epi-

LXA4.
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Figura 9. Efecto de 15-epi-lipoxina A4 sobre la expresion de moléculas de adhesién celular. Se incubaron, durante 24 horas, células EA.hy926 con concentraciones crecientes
de 15-epi-LXA4. Posteriormente, las células se infectaron con tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Dm28c (en una relacién 1:10) durante 16 horas. La expresion de E-selectina (A),
VCAM-1 (B) e ICAM-1 (C) se determiné por analisis FACS. Los datos corresponden a la normalizacion usando el promedio +/- SEM de la intensidad de fluorescencia media para cada
marcador en base al control y corresponden a los duplicados de tres experimentos independientes. Las comparaciones se realizaron mediante analisis de ANOVA de una via y post
test de Tukey’s (**P<0,1; **** P<0,001). Histogramas representativos de la citometria de flujo que muestran el efecto de la activacion endotelial (D), y tratamiento con 15-epi-LXA4 a 1
nM (E), 10 nM (F) y 100 ng/ml (G), para cada una de las tres moléculas de adhesion analizadas y que fueron la base del andlisis presentado en A, B y C.
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9. Discusion y conclusiones

El inhibidor de la HMG-CoA reductasa o estatinas, son altamente eficientes en la
reduccion de los niveles séricos de colesterol en pacientes con hipercolesterolemia y
como tales son los farmacos de eleccion en enfermedades -cardiovasculares
relacionadas con lipidos®. Las estatinas tienen efectos antiinflamatorios, un ejemplo de
los cuales es que disminuye en células endoteliales la expresion de moléculas de
adhesion (CAMs)%L. Por otro lado, el reclutamiento y activacion de células inflamatorias
dependen de procesos de comunicacion célula—célula y estan fuertemente regulados
por las CAMs, expresadas en la superficie del endotelio vascular. Hay evidencia que la
expresion de E-CAMs aumenta durante la infeccion por T. cruzi y refleja la severidad o
la etapa de la enfermedad chagasica, regulando el reclutamiento de células
inflamatorias, cuya persistencia determina la evolucibn de la cardiomiopatia
chagasica?®.

En el presente trabajo se observé que la simvastatina es capaz de inducir una leve
produccion de 15-epi-XA4 en células EA. hy926 en reposo. No obstante, cuando se
produce un estimulo proinflamatorio, como el inducido por la infeccién intracelular con
T. cruzi®>2, la simvastatina induce una alta produccién de 15-epi-LXA4, alcanzando su
maximo a las 24 horas. Esta diferencia indica que es necesario un estado inflamatorio
para garantizar la suficiente produccién de 15-epi-lipoxina A4 y por lo tanto confirma lo
gue algunos autores proponen, que las estatinas producen un potente eicosanoide
antiinflamatorio denominado 15-epi-LXA4 y que, a través de este, se reduciria la
inflamacién®@. Sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales induciria este
aumento aun no estan completamente revelados y requieren una mayor comprension e

investigaciones futuras.
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Aunque en estricto rigor las células endoteliales no son parte del sistema inmune, si
presentan respuestas especificas ante estimulos proinflamatorios. De hecho, la
disfuncion endotelial cuenta de numerosos procesos inflamatorios como
ateroesclerosis®, enfermedad inflamatoria gastrointestinal®* y asma®. En estos
procesos, la activacion de las células endoteliales, ante estimulos especificos, provoca
multiples respuestas intracelulares®® que culminan con la expresion de moléculas de

adhesion vascular®®, entre otro efectos.

En efecto, la aplicacion de TNF-a (20 ng/ml) indujo la expresion de moléculas de
adhesion, alcanzando su méaximo a las 16 horas de incubacion. Esto ultimo es
importante, pues la cinética de expresion de ECAMs puede variar dependiendo del tipo
celular. Por ejemplo, en células HUVEC estimuladas con TNFa, la expresion maxima
de VCAM y de E-selectina se alcanza a las 8-16 horas de producido el estimulo, y entre
12 y 24 horas para ICAM-1°%. Por lo mismo, el tiempo de infeccién con T. cruzi fue fijado

a las 16 horas.

La nitrosilacion de la ciclooxigenasa inducida por estatinas, produce 15-R-HETE,
sustrato de 5-LO para producir 15-epi-LXA4%, La actividad de esta ruta metabdlica
puede ser modificada al inhibir 5-LO con AA-861%8, y en consecuencia, impedir la
modulacién de la activacion endotelial por estatinas. No obstante, el efecto esperado
s6lo se pudo apreciar con la expresion de ICAM-1, tanto en los ensayos directos con
simvastatina (figura 5) como en los ensayos de inhibicion (figura 8). Esta situacion se

repite cuando se administra 15-epi-LXA4 (figura 9).
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La inmovilizacion de las células inflamatorias al endotelio vascular es el paso inicial en
una cascada de acontecimientos que finalmente conduce a la migracion celular hacia
sitios de lesion o infeccion. Esta primera etapa esta mediada por la interaccion entre la
E-selectina y P-selectina, que se expresan en células endoteliales activadas, y una
variedad de glicoproteinas y glicolipidos potencialmente expresados en la superficie de
los leucocitos®®. La inmovilizacion es seguida por el "rolling" de los leucocitos, activacién
y detencion. Mientras que la inmovilizacion inicial y las interacciones de "rolling” estan
mediados en gran medida por las selectinas, la unién a integrinas contribuyen a la
detencién de los leucocitos en el endotelio®. En la vasculatura, la infiltracién se asocia
con aumento de la expresion de moléculas de adhesién, incluyendo VCAM-1 e ICAM-
151, ICAM-1 es importante para el reclutamiento de linfocitos y por lo tanto, participa en
los procesos de dafio tisular. Adicionalmente, la expresion de las moléculas de
adhesion puede estar influida por la produccién de moléculas antiinflamatorias como
por ejemplo, lipoxinas®?. En el presente trabajo, se ha observado el vinculo existente
entre la produccion de moléculas de adhesion, particularmente ICAM-1, ante estimulos
pro-inflamatorios como TNF-a o la infeccién por T. cruzi y la modulacion producida por
la administracion de simvastatina. Ademas, el efecto inducido por este farmaco se
replicé ante la administracién de 15-epi-lipoxina A4. La vinculacion entre simvastatina y
la disminucion de la expresion de ICAM-1 se hizo mas evidente cuando se inhibio la
actividad de 5-LO. Aunque hay reportes que muestran un efecto general de las
estatinas sobre E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1, es posible que estemos evidenciando,
por primera vez, un efecto selectivo sobre ICAM y no un fendmeno mas amplio sobre
todas las moléculas de adhesion. De hecho este mismo resultado ha sido visto

previamente en el laboratorio, cuando se trata con aspirina ratones infectados con T.
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cruzi, aunque el efecto mas significativo se observé sobre la expresion de E-selectina.
Es necesario en todo caso, ahondar en los mecanismos moleculares que explican esta
aparente selectividad, pero por otro lado, este trabajo demuestra el efecto en un modelo
in vitro de un farmaco ampliamente usado y que, en potencia, podria tener utilidad para

prevenir las alteraciones de la CCC.
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