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RESUMEN

La obesidad es una epidemia en curso a nivel mundial, reconocida como una
enfermedad inflamatoria de grado bajo, caracterizada por concentraciones incrementadas
de un amplio panel de citocinas, quimiocinas y proteinas de fase aguda en
circulacion. Esta inflamacion favorece el desarrollo de complicaciones metabdlicas y
cardiovasculares e involucra la activacion de células inmunes, principalmente macréfagos
(M®) y una acumulacion excesiva de estas células en el tejido adiposo (TA).

Diversos estudios demostrando el impacto negativo del exceso de adiposidad en
la funcién inmune han sido realizados usando modelos artificiales de obesidad,
basados en la administracion de dietas con alto contenido lipidico o en modelos
genéticamente modificados, dificultando la extrapolacién a lo observado en el campo
clinico. EI TA constituye un reservorio del protozoo Trypanosoma cruzi, agente
etiologico de la enfermedad de Chagas, endémica en Latinoamérica y emergente a nivel
mundial. Es conocida la desregulacion metabdlica de glucidos y lipidos que el parasito
genera en el huésped; sin embargo, su influencia en un contexto nutricional excesivo, ha
sido aun poco abordada.

En nuestro trabajo, desarrollamos un modelo de obesidad inducido por dieta
moderada en grasas (14%), fructosa (5%) y estreptozotocina (8mg/Kg) en ratones machos
C57BL/6 y analizamos el impacto de la infeccién con T. cruzi (500 tripomastigotes, cepa
Tulahuen) y la nutricion sobre la respuesta metabdlica e inflamatoria, las alteraciones
cardiovasculares y hepéticas y el compromiso inmune del TA visceral, hasta las 24
semanas. Observamos incrementos en los pardmetros morfométricos y metabdlicos:
hiperglucemia, insulino resistencia, dislipemia, perfil lipoproteico pro-aterogénico,
esteatosis hepatica y aumento de lipidos en corazén y aorta, asi como, M® infiltrantes en
TA y aumento sistémico de IL-6 y leptina. El paréasito disminuy6é el contenido lipidico
total, a expensas de un aumento del dafio funcional (esteatohepatitis, TA disfuncional),
metabdlico (diabetes y perfil pro-aterogénico) e inflamatorio local (infiltrado celular) vy
sistémico (IL-6, TNF-a, MCP1, leptina).

En conclusion, la infeccion parasitaria disminuye las alteraciones morfométricas
asociadas a la obesidad, pero induce una desregulacion funcional metabdlica merced a la
exacerbada respuesta inflamatoria generada, sugiriendo al T. cruzi como un factor de
riesgo potencial de sus co-morbilidades inflamatorias, tales como, la ateroesclerosis y la

esteatohepatitis.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi; nutricion;, obesidad; inmunometabolismo;

inflamacién; inmunidad innata; adipocinas.
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SUMMARY

Obesity is an ongoing worldwide epidemic, recognized as a low-grade inflammatory
disease characterized by increased systemic concentrations of a large panel of
cytokines, chemokines, and acute-phase proteins. This inflammation favors the
development of metabolic and cardiovascular complications, involves the activation of
immune cells, mainly macrophages, and induces the excessive accumulation of
inflammatory cells in adipose tissue (AT).

Many studies demonstrating the negative impact of excess adiposity on immune
function have focused on the study of artificial metabolic extremes models, employing
high fat diets or genetically modified models, which are limited to describe the obesity-
metabolic dysfunction that dominate the clinical field. AT represents a reservoir for the
protozoan Trypanosoma cruzi, which causes Chagas’ disease, endemic for Latinamerica
and now widespread in  many countries. Fat and glucose metabolism are
interrelated and dysregulated in T. cruzi infection; however, parasite influence under an
excessive nutritional context, has been poorly explored.

Accordingly, the purpose of this study was to develop an obesity model with
administration of a moderate fat diet (14%), fructose in water (5%) and streptozotocin
(8mg/Kg) in C57BL/6 male mice, and to analyze the impact of T. cruzi infection (500
trypomastigotes, Tulahuen strain) and nutrition interrelation on metabolic and
inflammatory response, cardiovascular and hepatic disorders, and visceral AT immune
response, for 24 weeks.

Our results showed an increase in morphometric and metabolic parameters,
characterized by hyperglycemia, insulin resistance and dyslipidemia; also, a pro-
atherogenic lipoprotein profile, hepatic steatosis, cardiac and aortic ectopic lipid deposition,
AT macrophage infiltration, and high plasma levels of IL-6 and leptin cytokines.
Parasite infection resulted in a decrease in total lipid content; but alternatively, it induced an
excessive functional tissue damage (esteatohepatitis, dysfunctional AT) together with
metabolic deregulations (diabetes and pro-atherogenic profile) and an exacerbated, local
(cell infiltration) and systemic (IL-6, TNF-a, MCP1, leptin) inflammatory response.

Taken together, T. cruzi infection improves morphometric parameters associated to
obesity but induces a synergistic inflammatory response given by the concomitant
presence of diet and infection, resulting on metabolic dysfunction and suggesting this
parasite as a potential risk factor for obesity-related inflammatory diseases such as

atherosclerosis and esteatohepatitis.

Keywords: Trypanosoma cruzi; nutrition; obesity; immunemetabolism; inflammation; innate

immunity; adipokines.
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INTRODUCCION GENERAL

El tejido adiposo (TA) como 6rgano enddcrino ha recibido en los ultimos afios una
creciente atencion por su contribucién a la patogénesis de enfermedades metabdlicas,
entre ellas, la obesidad. Si bien la etiologia de la obesidad es multifactorial, la infeccion con
ciertos patégenos, especialmente virus y bacterias, ha demostrado una asombrosa
participacion en el incremento de adiposidad. En este contexto, cabe destacar la
demostrada asociacion entre la infeccion bacteriana con Chlamydia pneumoniae y la
obesidad, la ateroesclerosis y la enfermedad coronaria en humanos [1]. Sin embargo, el
efecto de la infeccion cronica con protozoos parasitos, principalmente el Trypanosoma
cruzi, agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, en el contexto de los des6rdenes
metabdlicos es un campo poco explorado, que ha sido propuesto investigar en los ultimos
afios en el marco de la inmunonutricion [2].

A mas de 100 afios de su descubrimiento (1909), esta tripanosomiasis es
considerada en la actualidad una enfermedad re-emergente en zonas endémicas, y
emergente a nivel mundial. Por muchos afios, se ha sospechado una vinculacion entre la
infeccion parasitaria con T. cruzi y diabetes y en este sentido ha habido una importante
apreciacion de la mayor incidencia de diabetes en la poblacion chagéasica.

Existen evidencias de las consecuencias metabdlicas que produce la infeccién por
T. cruzi en el hospedador; sin embargo, contindia siendo un tépico de relevancia, aun no
totalmente dilucidado, su participacion en lo que respecta a la patogénesis de
enfermedades metabdlicas. La inflamacién pareceria ser el denominador comin de las
patologias infecciosas, como la enfermedad de Chagas y otras patologias no
infecciosas, entre ellas, la obesidad, diabetes y ateroesclerosis. La convergencia de
ambas situaciones patolégicas en el huésped -la situacién nutricional que lleva a la
obesidad y la presencia de un agente infeccioso- asi como la resultante modulacién
metabdlica e inmunoldgica y la participacion del TA en este contexto, es un topico adn
poco explorado, cuya investigacion permitiria profundizar en la comprensién de la

interrelacién en la triada: infeccidn, nutricién e inflamacién [3].
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1.1 PRIMERA PARTE. LA OBESIDAD

1.1.1 Obesidad: Epidemia del Siglo XXI

La obesidad es considerada actualmente un grave problema de Salud Publica
mundial y es reconocida como la enfermedad metabdlica de mayor relevancia en el mundo
occidental. Su prevalencia esta incrementando en la poblacién general y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha estimado para el afio 2014 una cantidad mayor a 600
millones de adultos y nifios obesos a nivel mudial [4].

Clinicamente, la obesidad se define como una acumulacién excesiva o anormal de
grasa en el TAy los tejidos periféricos, resultando en el aumento de peso corporal (PC).

El indice de masa corporal (IMC) es el indicador antropométrico mas comunmente
utilizado en la clinica para identificar sobrepeso y obesidad en adultos y se calcula
como la relacion entre el peso corporal en kilos y el cuadrado de su estatura en metros
(kg/m?) [5]. Los criterios para definir obesidad segin la OMS se muestran en la
tabla 1. Otro factor importante a tener en cuenta a la hora de definir la obesidad es el
patrén de distribucion del TA, para lo cual, se emplean otros métodos antropométricos
como la circunferencia de cintura o el indice cintura/cadera [6].

Considerando lo expresado anteriormente, se ha demostrado que el tipo de
localizacion de tejido graso constituye un factor de riesgo mayor para las anormalidades
metabdlicas vinculadas a la obesidad, que la cantidad absoluta de adiposidad total [7, 8].

De acuerdo al predominio de grasa, la obesidad puede clasificarse como androide
o central, cuando predomina la acumulacién de grasa a nivel superior (principalmente en la
zona abdominal o visceral), o como ginoide o periférica, cuando predomina la
acumulacioén de grasa a nivel inferior (principalmente en cadera, gliteos y muslos).

Diversos estudios han sido coincidentes en describir la acumulacion de grasa a
nivel visceral como un determinante clave para la ocurrencia de riesgos metabdlicos y

cardiovasculares, asociados a la obesidad [8-10].
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Tabla I. Clasificacion Internacional de rango normal, sobrepeso y obesidad en adultos de

acuerdo al valor de IMC.

Clasificacion IMC (Kg/m?)
Rango normal 18.50 — 24.99
Sobrepeso = 25.00
Pre-obeso 25.00 — 29.99
Obeso = 30.00
Obeso clase | 30.00 — 34.99
Obeso clase Il 35.00 - 39.99
Obeso clase Il = 40.00

1Adaptado de la OMS 1995, 2000 y 2015 [4].

1.1.2 Obesidad y patologias inflamatorias asociadas

La obesidad es considerada una patologia inflamatoria crénica de grado bajo, con
repercusiones sobre la homeostasis metabdlica y el balance energético total del
organismo. La base inflamatoria y la actividad inmunolégica implicadas en la obesidad,
aumentan la incidencia de las enfermedades inflamatorias asociadas, incluyendo insulino
resistencia (IR) y diabetes, higado graso, ateroesclerosis, inflamacién de las vias
respiratorias y algunos tipos de cancer, principalmente gastro-intestinales y hepatico [11,
12].

1.1.2.1 Resistencia alainsulinay diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno metabdlico caracterizado por
un cuadro de hiperglucemia en un contexto de resistencia a la accion de la insulina
(falta relativa de esta hormona). La resistencia a la insulina es una condicién, que se
define clinicamente, como la incapacidad de la insulina -producida por el pancreas- para
ejercer su accion bioldgica en los érganos blanco, como higado, TA y musculo esquelético.

En un estado de IR existe, por lo tanto, ausencia o baja cantidad de incorporacién
de glucosa en las células blanco con la consecuente alteracion en la homeostasis

metabdlica de glucidos, lipidos y proteinas.
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Como un mecanismo compensatorio para regular los niveles incrementados de
glucosa en sangre, las células beta (B) del pancreas se ven forzadas a producir niveles
cada vez mas elevados de insulina (hiperinsulinemia compensatoria), que pueden resultar
en el agotamiento de estas células y el consecuente desarrollo de DM2 [13].

La glucotoxicidad —dada por la hiperglucemia-, la lipotoxicidad —dada por el
incremento de acidos grasos libres (FFA) circulantes- y la endotoxemia —dada por
cantidades altas de lipopolisacaridos (LPS) circulantes- son factores claves, actualmente
reconocidos, en la patogénesis de IR y/o DM2 asociadas a la obesidad [8]. En relacién a
este Ultimo aspecto, se conoce que el LPS, también llamado endotoxina, tiene una alta
afinidad por los quilomicrones y puede atravesar la mucosa intestinal y llegar a circulacion.
Desde alli, alcanza diversos tejidos, incluyendo TA, higado y musculo, donde despliega
mecanismos inflamatorios mediados por el receptor tipo toll 4 (TLR4) [14], contribuyendo al
desarrollo de insulino resistencia.

El estrés oxidativo juega un rol crucial en estas patologias. Diversos estudios han
demostrado que los pacientes con DM2 presentan una incrementada produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS), debido fundamentalmente a los niveles elevados de
glucosa y FFA circulantes en estos pacientes [13, 15].

Houstis y col. (2006), comprobaron en dos modelos celulares de insulino
resistencia, uno inducido mediante el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) y el
otro por dexamentasona, que los niveles incrementados de ROS son desencadenantes
claves para establecer la patogenia de este estado [16].

Ademas, se postula que el incremento en el proceso de autofagia, observado en
adipocitos insulino resistentes, podria ser un mecanismo central asociado a la lipotoxicidad
celular caracteristica de la obesidad [17].

Por otra parte, Hotamisligl y col. (1993), fueron los primeros en demostrar que la
citocina pro-inflamatoria TNFa era capaz de inducir resistencia a la accion de la insulina en
adipocitos [18]. Posteriormente, las investigaciones se focalizaron en el estudio de los
mecanismos intracelulares responsables de esta condicién. En este aspecto, evidencias
demuestran que la fosforilacion de los residuos serina del sustrato del receptor de insulina
(IRS) por accion directa de citocinas pro-inflamatorias y/o la activacién de los mecanismos
de sefalizacion de c-Jun N-terminal quinasa (JNK) e I-kappa B quinasa/ factor nuclear
kKB (IKKB/NF-kB) en adipocitos, hepatocitos y macréfagos, son responsables, al
menos en parte, de la disminucion de sensibilidad a la insulina [19] (Figura 1).

Se postula que dicha activacion se puede desencadenar por: i) la accion directa
de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e interleucina 6 (IL-6) [8]; ii) la activacion
de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los TLR [14]; iii) la

presencia de ROS [15, 16] y iv) algunos agentes infecciosos [20].
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Especificamente para TLR4, diversos estudios experimentales han demostrado
que la deficiencia de este receptor protege a los animales de la IR y reduce la acumulacion
de TA visceral (TAV), la esteatosis hepatica y la inflamacién vascular, después de la
administracién de una dieta rica en grasa (HFD) [21].

En la actualidad se considera que la resistencia cronica a la insulina es la
caracteristca comun de un gran numero de enfermedades metabdlicas con base
inflamatoria, entre ellas, la obesidad -tépico de interés en este estudio-, DM2, dislipemias,

hipertension arterial y las enfermedades cardiovasculares.

Acidos Grasos

Transporte de glucosa Insulino resistencia

Figura 1. El factor de transcripcion NF-kB media la inflamacién e insulino resistencia asociadas a la
obesidad.

NF-kB factor nuclear kB; IR, receptor de insulina; IRS, sustrato del receptor de insulina; Ser-P,
serina fosforilada; Tyr-P, tirosina fosforilada; TLR, receptor tipo toll; TIRAP,
proteina adaptadora con dominio TIR; MyD88, factor de diferenciacion mieloide 88; IL-6,
interleucina 6; IL-6R, receptor de IL-6; TNF-a, factor de necrosis tumoral alpha; TNFR, receptor de
TNF; gp-130, glicoproteina 130; PKC, protein quinasa C; JNK, c-Jun N- terminal quinasa; PI3K,
fosfoinositol 3 quinasa; IKK/IkB, inhibidor del factor kappa B quinasa subunidad beta ; SOCS3,
supresor de sefalizacion de citocina 3; STAT3, transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3; PDK, piruvato deshidrogenasa quinasa; Akt, serina/treonina proteina
quinasa. Imagen adaptada de Kim, JK. Endothelial Nuclear Factor kB in Obesity and Aging, 2012
[22].


https://es.wikipedia.org/wiki/Serina/treonina_prote%C3%ADna_kinasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Serina/treonina_prote%C3%ADna_kinasa
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1.1.2.2 Enfermedad del higado graso no alcohélico

La enfermedad del higado graso no-alcohélico (NAFLD) representa un amplio
espectro de afecciones hepéticas crénicas asociadas a la obesidad, usualmente: higado
graso no alcohdlico (o esteatosis simple), esteatohepatitis no alcoholica (NASH), fibrosis y
cirrosis. Mientras la esteatosis simple se caracteriza por la acumulacion hepética de
triglicéridos, sin presencia de focos inflamatorios o fibrosis detectables a nivel local; en
NASH, la esteatosis se acompafia de una fuerte inflamacion hepatica y de probable fibrosis
[23]. En términos generales, la esteatosis es el resultado de multiples defectos en la sintesis,
secrecion y aclaramiento de lipidos y la consecuente desregulacion lipidica.

Se ha demostrado que la mayor parte de los triglicéridos acumulados en
pacientes con NAFLD (50-70%) provienen de los FFA que llegan al higado transportados
por via portal. Asimismo, la sintesis de triglicéridos de novo estd incrementada en tejido
hepético de pacientes con esteatosis, favoreciendo adicionalmente al depdsito ectdpico
de lipidos en este 6érgano. También se ha observado una secrecion hepéatica aumentada
de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en pacientes con NAFLD [24].

Estudios recientes apoyan que la alteraciébn en el proceso de autofagia a nivel
hepatico, puede estar asociado al desarrollo de esteatosis hepatica [17].

Los mecanismos patogénicos involucrados en NAFLD parecen ser multifactoriales
y complejos y aln no estan totalmente dilucidados, aunque existen evidencias en humanos
y animales que indican una relacion clara entre la IR y/o la resistencia a la leptina y la
progresion a NAFLD [25, 26].

Fishman y col. (2007) reportaron a nivel experimental en ratones, una accion directa
de la leptina sobre el metabolismo de gllcidos y lipidos en higado, a través del mecanismo
celular mediado por PI3K [27].

El consumo de fructosa ha sido vinculado al desarrollo de NAFLD (Figura 2), siendo
escasos los estudios que avalan una asociacion clinica entre el consumo de este azlcar y
el desarrollo de esta patologia. En este sentido, experimentos en ratones demostraron
gue la administracibn de una cantidad alta de fructosa (30-50%), resulta en

hipertrigliceridemia, incremento de adiposidad central e insulino resistencia [28, 29].
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Figura 2. Metabolismo hepético de la fructosa: un mecanismo altamente lipogénico.

MTP, proteina microsomal de transporte de triglicéridos; VLDL, lipoproteinas de muy baja
densidad; ApoB, apolipoproteina B; CO2, diéxido de carbono; ATP, adenosin trifosfato; Acyl-CoA,
acil coenzima A. Imagen tomada de Heather B, Lisa F y Khosrow A. Fructose, insulin resistance
and metabolic dyslipidemia. Nutririon and Metabolism. 2005; 2:1-14 [28].

Evidencias epidemiolégicas, bioquimicas y terapéuticas han implicado a la insulino
resistencia como primer mecanismo fisio-patologico en el desarrollo de NAFLD, clave en la
génesis de esteatosis hepatica [30] y como un factor contribuyente del sindrome

metabdlico (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos etiopatogénicos del sindrome metabdlico.

FFA, acidos grasos libres; DAG, diacilglicerol; TG, triglicéridos; Tnfa, factor de necrosis tumoral
alpha; IL-6, interleucina 6; RBP4, proteina transportadora de retinol tipo 4; Co-A, coenzima A.
Imagen tomada de Attie AD y Scherer PE. Adipocyte metabolism and obesity. Journal of Lipid
Research April Supplement. 2009; 20:395-9 [31].

1.1.2.3 La enfermedad cardiovascular. Ateroesclerosis

La obesidad es un factor de riesgo cardiovascular bien demostrado, importante
para el desarrollo de enfermedades vasculares tales como la hipertension y la
ateroesclerosis.

La aterosclerosis es una patologia compleja, multifactorial y dinamica, considerada
actualmente como una inflamacion crénica y evolutiva de la pared arterial, caracterizada
por la activacion de células endoteliales, depdsito de lipidos y acumulacién de células
espumosas derivadas de M® [32, 33]. Sin dudas, es la principal causa de morbi-
mortalidad en la sociedad occidental y entre sus multiples factores de riesgo se distinguen
la obesidad, el sindrome metabdlico y la DM2 [34].

Asimismo, la hipercolesterolemia, la hipertension, el tabaquismo, factores genéticos
y la edad, son factores de riesgo altamente implicados en el desarrollo de ateroesclerosis
[35]. Recientemente, se han reconocido al tejido adiposo perivascular (TAP) y epicardico
(TAE) - dos tipos de TA viscerales- como factores de riesgo de relevancia para el

desarrollo y progresion de enfermedades cardiovasculares. El depésito intracardiaco de
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lipidos y su lipotoxicidad ha sido sefialado como un factor a considerar en el desarrollo de
la miocardiopatia [36].

Ademas de los factores de riesgo ya establecidos, la inflamacion y las
infecciones por ciertos patdégenos en el contexto de un factor de riesgo no
convencional, han sido implicadas como potenciales factores de riesgo de la enfermedad
aterosclerética [37]. El nuevo paradigma sugiere que la infeccion con bacterias y/o virus
podria contribuir a la patogénesis de la aterosclerosis ya sea, de manera directa, a través
de la infeccién de las células del tejido vascular o bien indirectamente, a través de los
efectos sistémicos mediados por las citocinas, proteinas de fase aguda u otros factores
solubles inducidos por la infeccion, en sitios no-vasculares [38].

El sistema inmune innato juega un rol fundamental en la patogénesis de la
ateroesclerosis; la abundante presencia de sefales de dafio endogenas (DAMPS), como
LDL oxidadas (LDLox) y citocinas, son desencadenantes iniciales de la respuesta
inflamatoria que caracteriza esta patologia. En este contexto, cabe destacar, la importancia
atribuida a la activacién de los receptores de la inmunidad innata, principalmente TLR2 y
TLR4, en la patogénesis inflamatoria de la ateroesclerosis [33, 39]. Adicionalmente, se ha
demostrado la participacion clave de la autofagia junto al estrés oxidativo en el desarrollo y
progresion de esta patologia [40, 41].

La patogénesis de la ateroesclerosis alun no esta completamente dilucidada, pero
evidencias emergentes sugieren la participacion de multiples eventos celulares, entre ellos,
la disfuncion de las células endoteliales, inflamacion, proliferacion de células musculares
lisas, alteracion de la matriz extracelular y neovascularizacién. En términos generales, se
postula que este proceso patolégico comienza cuando las células endoteliales sufren
cambios en su permeabilidad y/o rupturas, generando una injuria en la capa intima arterial y
la ocasional pérdida de células de la superficie endotelial [33]. Las células del musculo liso
quedan expuestas a los lipidos séricos, como las LDL y a las plaquetas, permitiendo el
depdésito de lipidos en el espacio subendotelial donde van a ser oxidados.

Las LDLox y los factores de crecimiento derivados de las plaquetas estimulan la
proliferacion celular del musculo liso y contribuyen a la formacion de estrias grasas que
sobresalen hacia la luz del vaso, proceso clave en la aterogénesis [33, 42]. Las
células espumosas son las responsables de fagocitar los esteres de colesterol que
penetran la pared arterial lesionada, por medio de la interaccibn con receptores
scavengers, como CD36. La estria grasa, cuyo principal constituyente son los M®, puede

progresar al estadio de placa fibrosa, llamado ateroma [42].
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SEGUNDA PARTE. TEJIDO ADIPOSO

1.2 El tejido adiposo. Clasificacion.

Existen dos tipos de TA que se pueden distinguir, con funciones antagonicas
entre si: el TA blanco, cuya principal funcién es el almacenamiento del exceso de energia
en forma de triglicéridos y el TA marrén, que se especializa fundamentalmente en disipar
energia en forma de calor. A su vez, estos tejidos difieren entre si en cuanto a su
morfologia, distribucion, progenie y expresion génica. El exceso de TA blanco representa
un factor de riesgo clave en el desarrollo de las complicaciones metabdlicas asociadas a
la obesidad, a diferencia de lo que supone el incremento del TA marron [43] y por esta
razon constituye el foco de estudio de esta tesis.

La distribucion del TA blanco puede ser clasificada en dos depdsitos principales:
subcutaneo y visceral. EI TA subcutaneo se localiza principalmente en la hipodermis,
mientras que el TA visceral (TAV) puede ser dividido en tres depdésitos mayoritarios:

i) omental, que se localiza circundante a los intestinos, ii) mesentérico, entre los intestinos
y iii) retroperitoneal, cerca de los rifiones, en la regién dorsal de la cavidad abdominal.
Existe un cuarto depédsito de TAV, poco citado en la bibliografia hasta el momento,
llamado pre-peritoneal, localizado a la altura del estbmago pegado al peritoneo [44]. A su
vez, pequefias cantidades de TAV se encuentran distribuidas alrededor de O6rganos

especificos como corazén (TAE) y vasos sanguineos, como la aorta (TAP) [14, 36].

1.2.1 El tejido adiposo como 6rgano endécrino y productor de especies reactivas del

oxigeno

Histéricamente, el TA era considerado un érgano inerte, cuyas funciones claves
eran el almacenamiento pasivo del exceso de energia en forma de lipidos, la
proteccién de 6rganos y térmica.

Fue a partir de 1994, junto al descubrimiento de la leptina, que ha sido reconocida
la capacidad del adipocito per se para secretar una gran variedad de hormonas y proteinas
bioactivas —denominadas colectivamente adipocinas- con funciones pleiotrépicas que
convergen en la regulacion de la homeostasis corporal general [45]. Desde entonces
y hasta la actualidad, el TA es considerado un 6rgano dindmico y endocrinamente activo
[46]. Adicionalmente, es reconocido como un 6érgano con funciones inmunoldgicas
importantes (Tabla 1l): produce y secreta citocinas pro- inflamatorias, expresa
receptores de la inmunidad innata, es capaz de responder al estimulo con LPS y esta

constituido por otras células inmunes, entre ellas, M® [18, 47].



32

Tabla Il. Participacion del tejido adiposo en la respuesta inmune?

Secrecion de citocinas IL-6, TNF-q, IL-1B, IL-8, IL-10, IL-33, IL-1RA

Secrecion de quimiocinas MCP-1, MIF, MIP-1a, MIP1-B

Factores del complemento factor B, factor D (adipsina), Clq, Clr, Cls,
C3a

Secrecion de adipocinas adiponectina, leptina, resistina, visfatina

Miembros de la familia C1q/TNF CTRP-3 (cartonectina), CTRP-1, CTRP-7

Factores de crecimiento VEGF, M-CSF, GM-CSF

Expresién de receptores TLR1-TLRY, receptor de IL-6 y TNF

? Adaptado de Schaeffler y Schoelmerich. Innate Immunity and adipose tissue biology, 2010 [2].

IL, interleucina; TNF, factor de necrosis tumoral; IL-1RA, antagonista del receptor A de IL-1; MCP-1,
proteina quimioatractante de monocitos 1; MIF-1, factor inhibidor de macréfagos 1; MIP, proteina
inflamatoria de macréfagos; C, complemento; CTRP, proteinas relacionadas a C1g/TNF; VEGF,
factor de crecimiento endotelial vascular; M-CSF, factor estimulante de colonias de macréfagos; GM-
CSF, factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos; TLR, receptor tipo toll.

De manera interesante, el rol dual del TA en el metabolismo y la respuesta inmune,
refleja la interrelacion existente entre la nutricion y la inmunidad en situaciones fisiologicas y
patologicas (Tabla 1ll). Diversas alteraciones metabdlicas como la resistencia a la insulina,
la hipertrigliceridemia o altos niveles de FFA, son reportadas a diario en la clinica de
diferentes situaciones infecciosas y en la sepsis. Del mismo modo, niveles aumentados de
citocinas u otros mediadores pro-inflamatorios son observados durante la obesidad y sus
complicaciones, demostrando asi la existencia de moléculas con accion dicotdbmica

producidas por el TA que regulan la funcibn metabdlica e inmunologica [2, 47].
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Tabla 1ll. Ejemplos de moléculas en tejido adiposo con funcién dicotomica en el

metabolismo e inmunidad®.

Moléculas del tejido adiposo | Funcién Inmune Funcion Metabdlica
_ _ insulino desensibilizante
TNFa pro-inflamatoria _ )
y lipolitica
_ insulino desensibilizante
IL-6 inmunomoduladora o
y lipolitica
_ _ regula la saciedad y la
Leptina inmunomoduladora . .
funcién pancreatica
_ _ . _ insulino  sensibilizante,
Adiponectina anti-inflamatoria o _
anti-diabética
Resistina pro-inflamatoria pro-diabética
o _ _ interfiere con el receptor
Visfatina pro-inflamatoria de insulina
_ o _ regula secrecion de
Cartonectina (CTRP-3) anti-inflamatoria -
adipocinas

3Adaptado de Schaeffler y Schoelmerich. Innate Immunity and adipose tissue biology, 2010 [2].

La inflamacién crénica ha sido atribuida a la desregulacion en la produccién de
adipocinas producidas por la expansion del TA en la obesidad. En términos generales, se
postula que la expansion del tejido graso resulta en la hipertrofia e hiperplasia de los
adipocitos, con la consecuente hipoxia y estrés celular, que activa multiples mecanismos
de sefalizacion que convergen en la secrecion de citocinas pro-inflamatorias a nivel local y
sistémico.

El estrés oxidativo es definido como una condicion en la cual existe un
desbalance entra la produccién de ROS y las defensas antioxidantes, fenobmeno que
puede resultar en las complicaciones asociadas a la obesidad.

La inflamacion del TA y el aumento del estrés oxidativo son mecanismos
propuestos para explicar la patogénesis de la obesidad, ateroesclerosis, IR y DM2 [16].

El TA constituye una fuente principal de produccion de ROS; sin embargo, las
bases mecanisticas que relacionan el dafio tisular asociado al estrés oxidativo y la
disfuncion del TA no son totalmente conocidas [48].

La secrecion de quimiocinas induce el reclutamiento de un mayor numero de M® al

tejido, que contribuyen a una creciente secrecion de mediadores inflamatorios y favorecen el
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desarrollo de un micro- ambiente inflamatorio exacerbado y deletéreo para el organismo.
Sin embargo, solo recientemente, se han identificado en detalle las fuentes celulares de
produccién de estas citocinas pro-inflamatorias, con evidencias actuales mostrando la
participacion de células del sistema inmune innato y adaptativo (Figura 4), incluidos M® con
perfil inflamatorio F4/80+CD11c+CD206- [49], células dendriticas F4/80-CD11c+ [50, 51],

mastocitos [52] y neutréfilos [53].
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Figura 4. Células y mediadores inflamatorios implicados en la obesidad. A- tejido adiposo delgado y
B- tejido adiposo obeso.

LPS, lipopolisacarido; FFA, acidos grasos libres; T reg cells, células T regulatorias; Th cells,
células T helper; iNKT cells, células asesinas naturales innatas; CD, cluster de diferenciacion; IL,
interleucina; TNF-a, factor de necrosis tumoral alpha; INF, interferén; Ag, antigenos. Imagen tomada
de Han JM y Levings MK. Immune Regulation in Obesity-Associated Adipose Inflammation, 2013
[47].

1.2.1.1 Adipocinas

Como hemos mencionado anteriormente, la funcion enddécrina del TA se
fundamenta en su capacidad para producir y secretar diversos factores que se denominan
colectivamente adipocinas [14]. La adipsina (también conocida como complemento D) fue
descripta por primera vez en 1987 [54]. En 1993, se identificd la produccién de TNF-a por
el TA, en modelos de diabetes y obesidad [18]. Posteriormente, la leptina fue
reconocida como adipocina secretada por el TA y el inhibidor 1 del activador de
plasminégeno (PAI-1), inhibidor de la fibrindlisis, se encontr6 aumentado en el TAV de

obesos sugiriendo un vinculo entre la obesidad y los desérdenes trombéticos [45, 55].
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En 1996, se identificd a la adiponectina (también conocida como ACRP30 y ADIPOQ)
como adipocina producida exclusivamente por el adipocito [56-58]. La secrecion de estas
adipocinas esta regulada por diversos factores como ser la ingesta o la obesidad [18] y
desempefian funciones importantes en la regulacién del metabolismo, de la inmunidad y a
nivel cardiovascular, entre otras [8].

En situaciones de desregulacion metabdlica (obesidad), se produce un desbalance
en la produccion normal de estas adipocinas por parte del TA acumulado en exceso — con
incremento de las adipocinas pro-inflamatorias y disminucion de las anti-inflamatorias-
contribuyendo al desarrollo y progresién de las complicaciones asociadas a la obesidad,
tales como la IR [8, 14].

Leptina. En 1994, el producto del gen obeso ob (también conocido como Lep) se
denominé leptina. La leptina circulante tiene un peso molecular de 16 KDa (con 164
aminoacidos) y es sintetizada principalmente por el TA, aunque no ha sido la unica fuente
descripta [45]. El gen db codifica para el receptor de leptina, que se expresa de manera
general en diversos 6rganos, entre ellos el hipotalamo, donde ejerce su accién de manera
enddcrina 'y en TA, donde ejerce su accidn paracrina o autocrina.

Dentro de sus principales funciones se destaca su rol en la regulacién de la ingesta
a nivel central, donde ejerce una accion anorexigena o de saciedad.

Friedman y col. (1998) han observado que animales ob/ob, carentes de leptina,
muestran hiperfagia y desarrollan obesidad e IR y la administracion de leptina es capaz
de revertir dichos efectos [59]. Se ha demostrado que los niveles circulantes de esta
adipocina se correlacionan con el aumento de masa adiposa, indicando un estado de
resistencia a la leptina [59, 60]; individuos obesos muestran elevados niveles de leptina,
sin la respuesta anorexigena esperada. Las bases moleculares de esta resistencia no son
bien conocidas; sin embargo, las hipétesis mas aceptadas sugieren que puede deberse a
defectos en el receptor de la leptina 0 a su incapacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica [61].

La leptina puede activar directamente a la microglia hipotalamica, resultando en
la secrecion de citocinas pro-inflamatorias a nivel central y la consecuente activacion de
mecanismos de sefializacion intracelular que llevan a la IR y en ultima instancia, a la DM2
[62]. De hecho, se demostr6 que la inhibicion de los mecanismos de las JNK y de NFKB
a nivel central, mejora la IR en animales obesos [63].

Asimismo, se ha descripto la participacion de la leptina a nivel inmunoldgico y en la
regulacion de la homeostasis de la glucosa [64, 65]. Con respecto a su funcién inmune, se
comporta como una adipocina pro-inflamatoria ya que actia promoviendo la proliferacion
celular y migracion de monocitos y estimula la produccién de TNF-a y de IL-6,
principalmente. Adema4s, induce la produccion de citocinas del tipo Thl, como ser INF-y e

IL-2 y suprime la produccién de citocinas del tipo Th2 (IL-4) [65].
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En relacion a la homeostasis de glucosa, se ha demostrado que la administracion

central de leptina normaliza los niveles de glucosa y mejora la sensibilidad a la insulina

tanto en animales no obesos con DML, inducida por estreptozotocina (STZ), como en

animales obesos ob/ob y db/db [64]. En la Figura 5 se muestran las acciones centrales de

la leptina en el organismo.

La STZ es una glicosamina nitrosurea que administrada por via intraperitoneal (i.p)

actla selectivamente sobre las células beta del pancreas mediante interaccion con el

transportador de glucosa GLUT2 generando dafio en el DNA y necrosis de estas células

[66].

De manera interesante, Chang y col. (2015) reportaron que la sefializacion

mediada por leptina via STAT3-G9a promueve la progresion del cancer de mama durante

la obesidad [67].

Musculo esquelético

*

. / ”‘ ‘\
= / \ g
Incorporacién de glucosa /' 1
Sensibilidad a la insulina / \
Activacién AMPK / \\.
/ 4
/
sns / \
.'/' |\
/

TA marmrén
SNS B B 2
~—h g
= e :
L. By
; $
\\_ 2 Incorporacion
N\ de glucosa
N
X
S
|
TA blanco
-

Pancreas / P
/ -
A“.
) nli
N /
T\ / Sensibilidad
?., [\ / a la insulina
o [\ 7%
| | 4
. I\\
X v
\\ \\
N\
| N\
N
\
i ‘
{ \o Higado
|
|

v“
' ‘ Secrecion de insulina

* Secrecion de glucagén (basal)

« >

Gluconeogénesis (via SNS)

Supresion de produccion de
glucosa mediada (via SNP)

Glucogenolisis (via SNP)

Figura 5. La accién central de la leptina participa en la homeostasis de la glucosa en diferentes

tejidos periféricos.

AMPK, protein quinasa

activada por AMP; TA, tejido adiposo; SNP, sistema nervioso

parasimpatico; SNS, sistema nervioso simpatico. Imagen adaptada de Denroche HC. The role of

leptin in glucose homeostasis. 2012 [64].

Interleucina 6 (IL-6). La

IL-6 es una citocina multifuncional

con actividad

inmunomoduladora producida por distintos tipos celulares, incluyendo las células del TA. Se
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estima que aproximadamente un tercio de la cantidad total de IL-6 circulante proviene del
TA, por lo que se postula que el aumento de adiposidad y de IL-6, representaria un
factor de riesgo para el desarrollo de las complicaciones observadas en enfermedades
metabodlicas y vasculares, entre ellas, la obesidad, sindrome metabdlico, DM2 vy
ateroesclerosis [14]. En la clinica, los niveles circulantes de esta citocina se
correlacionan con el incremento de adiposidad y de IR; los niveles sistémicos de IL-6
estan incrementados en pacientes obesos y con DM2. De hecho, los valores elevados
de IL-6 en plasma predicen el desarrollo de DM2 [14].

La IL-6 y otras citocinas, constituyen factores de riesgo para el desarrollo
ateroesclerdtico debido a su efecto sobre la formacion y desestabilizacion de la placa de
ateroma mediante su contribucion en: la produccion de otras citocinas pro-inflamatorias y
proteinas de fase aguda (PFA), la oxidacion de LDL por la accion de fosfolipasas, la
liberacion de mediadores pro- tromboticos y la activacién de metaloproteasas [68].

Factor de necrosis tumoral alpha (TNFa). El TNFa es una citocina pleiotropica
pro- inflamatoria producida fundamentalmente por monocitos, M®, linfocitos T y células
endoteliales. El TA se ha identificado como una fuente principal de produccién de esta
citocina y si bien se expresa en adipocitos y células de la fraccién estromal vascular (SVF),
la mayor producciéon de TNFa proviene de los M® y no de los adipocitos maduros [68].

Esta citocina desempefia un rol clave en enfermedades inflamatorias vy
autoinmunes. En modelos animales de obesidad y DM2, la expresion de TNFa se
encuentra aumentada en TA y varios estudios han demostrado que su neutralizaciéon
mejora la sensibilidad a la insulina en TA y musculo [18, 69-71].

Es bien conocido que esta citocina atenta la fosforilacion de los residuos de
tirosina, estimulada por la insulina, a nivel del receptor de insulina y del IRS-1, en TA 'y
musculo, disminuyendo la accién de esta hormona (Figura 1) [71].

En individuos obesos, los niveles plasmaticos de esta citocina se encuentran
incrementados y numerosos ensayos clinicos en humanos han demostrado la existencia
de una correlacién positiva entre sus niveles en sangre y diversos marcadores de IR [70,
72]. Tras el intento de hallar resultados prometedores vinculados a la mejora en la insulino
sensibilidad, se han conducido diversos estudios a nivel clinico y experimental,
antagonizando la acciéon de TNFa. Sin embargo, los hallazgos obtenidos en humanos, no
han logrado aportar resultados convincentes [73, 74].

A su vez, los niveles plasmaticos de TNFa predicen dafio vascular. En este
aspecto, esta citocina ha sido asociada con la presencia de ateroesclerosis temprana en
individuos sanos de mediana edad [75] y sus niveles elevados en la fase estable luego
del infarto de miocardio fueron asociados con un riesgo incrementado de eventos

coronarios recurrentes [76, 77].
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Proteina quimioatractante de monocitos (MCP1/ CCL2). MCP1 es miembro de la
familia de quimiocinas C-C y un importante factor quimiostatico de monocitos. Esta
guimiocina es producida por una variedad de tipos celulares, de manera constitutiva o
inducida, incluyendo células endoteliales, epiteliales, células musculares lisas, fibroblastos,
astrocitos, células de la microglia y monocitos. Sin embargo, los monocitos/M® son las
principales fuentes de produccién de MCPL1 [78], que regula la migracion e infiltracién de
monaocitos, linfocitos T de memoria y células asesinas naturales (NK) en los tejidos, funcién
mediada por el receptor de quimiocina CCR2. Ajuebor y col. (1998) demostraron el
reclutamiento de monocitos hacia focos inflamatorios mediado por MCP1 [79].

Diversos estudios en modelos animales de obesidad inducidos por HFD o en
animales obesos genéticamente modificados (ob/ob), han demostrado la expresion
elevada de MCP1 en TA; observacion que ha sido extendida en humanos [14]. En la
obesidad, los niveles sistémicos incrementados de esta quimiocina, son suficientes para
generar el reclutamiento de M® hacia el TA y el consecuente estado pro-inflamatorio.

Ademas, se ha evidenciado que el aumento en el nimero de M® infiltrantes en TA
induce un estado de intolerancia a la glucosa y de IR. En concordancia, la delecién
somatica del gen Ccl2 protege a los animales del reclutamiento de M® y de la inflamacion
resultante en TA, asi como de las perturbaciones metabdlicas luego de Ila
administracién de una HFD [14].

Diversos estudios han relacionado a la MCP1 con las enfermedades
cardiovasculares. Experimentos conducidos en animales deficientes en MCP1 o CCR2
han comprobado que la ausencia, de esta quimiocina o su receptor, conlleva a una
disminucion del depésito lipidico arterial. En relaciéon, tanto MCP1 como su receptor,
juegan un papel relevante en el desarrollo de la ateroesclerosis [80].

Adiponectina. Esta adipocina formada por 244 aminoacidos (30 KDa) es
producida casi exclusivamente por los adipocitos. Sus niveles circulantes son elevados (3
a 30 pg/ml) y es posible detectar tres isoformas diferentes, como trimeros, hexameros y
estructuras oligoméricas de alto peso molecular [14]. La adiponectina actia a través de
sus receptores adipoR1 y adipoR2, que se expresan de manera ubicua en el organismo.

A diferencia de la mayoria de las adipocinas producidas por el TA, los niveles de
adiponectina en TA y plasma se encuentran disminuidos en pacientes obesos, con DM2 y
con enfermedad cardiovascular [81]. Existen evidencias que apoyan la asociacion
existente entre los niveles de adiponectina y las desregulaciones asociadas a la obesidad:
i) sus niveles se correlacionan negativamente con el aumento de TAV, i) en
pacientes con DM2, se encuentran disminuidos respecto a pacientes delgados, iii) altos
niveles circulantes estan relacionados con un bajo riesgo de desarrollo de DM2 [14].

Diversos estudios en animales han demostrado el efecto protector de la

adiponectina sobre la IR [82, 83]. Su administracion en animales diabéticos favorece la
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accion de la insulina, resultando en la disminucién de la hiperglucemia; mientras que
en animales obesos, contribuye al incremento en la oxidacion de acidos grasos en
musculo y a la reduccién de los niveles plasmaticos de triglicéridos, FFA y glucosa [14].

Numerosas investigaciones se han conducido con el propésito de estudiar la
asociacion entre los niveles de adiponectina y los marcadores inflamatorios. En relacion,
una correlacion negativa entre los niveles de la proteina C reactiva (CRP) y adiponectina,
ha sido observada en pacientes obesos y diabéticos [84]. La funcion anti-inflamatoria de la
adiponectina, vinculada a la disminucion de la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias, también se fundamenta en otros estudios que han avalado su capacidad
para modular la funcién inflamatoria de M® y promover su polarizacion hacia un perfil
anti-inflamatorio M2 [85].

Existe evidencia clinica que apoya la funcién cardioprotectora de la adiponectina.
En este sentido, se ha demostrado la asociaciéon entre niveles de adiponectina y el riesgo
aumentado de desarrollar enfermedad arterial coronaria, infarto de miocardio, hipertension
e hipertrofia ventricular izquierda [14]. En concordancia con estos hallazgos, en un
modelo experimental de ateroesclerosis se demostr6 que la sobreexpresion de
adiponectina disminuye la formacion de lesiones ateroesclerdticas y disminuye la
expresion de receptores scavenger clase A, de TNFa y VCAM-1 en la aorta de estos
animales [14, 86, 87].

Llamativamente, los niveles de adiponectina se han encontrado incrementados en
diversas enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunes, como el lupus o artritis
reumatoidea. Esto se podria explicar, en parte, como un mecanismo compensatorio; no
obstante, la significancia clinica de estos hallazgos requiere de futuras

investigaciones abocadas al contexto de patologias inflamatorias [88].

1.2.2 Composicion celular del tejido adiposo

La composicion del TA no es estética, sino que varia dinamicamente respondiendo

a los estimulos del micro-ambiente local y sistémico. En circunstancias como la obesidad,
se inducen cambios en la composicién celular e inclusive, en el fenotipo celular individual.

En términos generales, los leucocitos que integran el TA durante la obesidad son de

un fenotipo pro-inflamatorio: macroéfagos con perfil M1, neutrdfilos, linfocitos CD4+ y CD8+ y

mastocitos. En contraposicion, en el TA de individuos delgados, la poblacién mayoritaria

representa un fenotipo anti-inflamatorio, con prevalencia de macréfagos M2, eosindfilos y

células T reguladoras [89].
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1.2.2.1 Adipocitos

Las células adiposas han sido estudiadas intensamente en los Ultimos afios como
resultado del preocupante aumento de la prevalencia e incidencia de la obesidad a nivel
mundial y del reconocimiento del TA como integrador de una variedad de mecanismos
fisioldgicos.

Los adipocitos son células especializadas en el almacenamiento de lipidos,
principalmente en forma de triglicéridos, en organelas denominadas corpusculos lipidicos.
Actualmente, es ampliamente reconocida la importante actividad enddcrina de los adipocitos
y como tal, su contribucion activa al balance energético total del organismo [56-58].

En mamiferos, los adipocitos maduros del TA blanco son generalmente uniloculares
(presentan una unica gota de lipidos) y el tamafio de la célula adiposa puede variar entre
30-130um de didmetro, dependiendo de la cantidad de lipido almacenado en el
corpusculo lipidico. Es importante sefialar que el volumen del adipocito esta relacionado a
su funcionalidad celular; adipocitos con un volumen mayor exhiben una mayor actividad
metabdlica y enddcrina [90].

Scherer y col. (2000) demostraron por primera vez, la expresién inducida del
receptor TLR2, en la linea celular de adipocitos 3T3-L1 luego del estimulo con LPS y en
consecuencia, surgié la apreciacion del adipocito como parte del sistema inmune innato
[91]. Posteriormente, se demostré que los acidos grasos saturados palmitico y estearico
son ligandos naturales del TLR4 y estimulan su activacion y secrecion de citocinas y
guimiocinas por parte de las células adiposas [92, 93]. Ademas de la expresion de estos
receptores, los adipocitos son capaces de responder y de secretar citocinas como TNFa,
IL-1B e IL-6.

Interesantemente, los adipocitos han sido identificados como células blanco para la
infeccibn de una amplia variedad de microorganismos, como es el caso del parasito
Trypanosoma cruzi, del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), citomegalovirus,
adenovirus e Influenza A; generando disturbios tanto a nivel inmune como metabdlico [1,
2] (Figura 6).



41

Inflammatory Cytokines:

TNF-a

IL-6, MCP-1
Adenoviruses

Acute Phase Reactants:
Serum Amyloid A
al Acid Glycoprotein

Lipocalins (24p3)
Ptx-3

Figura 6. Representacién esquematica de los principales agentes infecciosos en la célula adiposa
y las adipocinas mayormente involucradas en respuesta a la infeccion local y sistémica.

HIV, virus de la inmunodeficiencia humana; T. cruz, Trypanosoma cruz; TLRs, receptores tipo
toll; TNF-a, factor de necrosis tumoral alpha; IL-6, interleucina 6; MCP-1, proteina quimioatractante
de monocitos; Ptx-3, pentraxina 3. Imagen tomada de Desruisseaux. Adipocyte, Adipose Tissue,
and Infectious Disease. Minireview, 2007 [1].

Corpusculos lipidicos. Los corpusculos lipidicos han estado asociados con la
acumulacion pasiva de lipidos en el interior de las células. Hace unas décadas, sin embargo,
fruto de andlisis protedmicos realizados en estas organelas, se ha demostrado su
dinamismo y funcionalidad activa [94]. Su estructura se caracteriza por presentar un nucleo
o “core” hidrofébico (lipidico) central rodeado por una monocapa de fosfolipidos y proteinas
(conocidas genéricamente como perilipinas, PLIN), tales como perilipina (PLIN1) y
adipofilina (PLIN2/ ADRP).

Respecto a su funcion, es conocido que los corpusculos lipidicos ejercen una funcién
protectora celular merced a la incorporacion de &cidos grasos, que de otra forma,
serian sujetos a mecanismos no-oxidativos con la consecuente lipotoxicidad y eventual
lipoapoptosis celular [95]. La movilizacion de lipidos es mediada por el proceso de lipdlisis,
que puede deberse a la accion de las lipasas asociadas a estas organelas y/o al proceso de
autofagia y especificamente lipofagia, reconocido recientemente en diversos tipos
celulares. Dos estudios independientes conducidos en animales han demostrado la funcion
peculiar de la autofagia en el TA, aparentemente asociada a la regulacién de la fisiologia del
adipocito y diferente al rol clasico de la autofagia en la movilizacion de lipidos, en otros tipos
celulares. La inhibicion selectiva de genes vinculados a la autofagia afecta negativamente
la diferenciacion del TA blanco y la delecién total de los mismos, reduce el contenido de
corpusculos lipidicos en ratones [17].

Los corpusculos lipidicos estan presentes en varios tipos celulares (0.1 a 10 um) y en

los adipocitos representan un tipo Unico y particular (hasta 130 um). En tanto PLIN1 es la
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principal proteina que compone a los cuerpos lipidicos en células adiposas maduras en
estado basal, PLIN2 o ADRP es la proteina estructural predominante en condiciones

lipoliticas, lo que sugiere un papel activo de esta durante el fenédmeno de lipdlisis [96].

1.2.2.2 Macroéfagos en el tejido adiposo

Los macréfagos desempefian un rol clave en la inflamacion del TA asociada a
desordenes metabdlicos. Existe evidencia clinica y experimental que avala el incremento
en el numero de M® infiltrantes en el TA (ATM) obeso.

Se postula, que uno de los mecanismos responsables del infiltrado de M® es el
elevado numero de células adiposas muertas resultante de la hipertrofia, hiperplasia e
hipoxia del TA obeso. Una lesion fundamental del TA disfuncional obeso, es la presencia
de estructuras tipo corona (CLS), formadas por M® circundantes alrededor de una
célula adiposa muerta, con el fin de fagocitar los restos lipidicos y celulares [97].
Asimismo, el mecanismo de mayor relevancia vinculado al aumento del nimero de
macrofagos infiltrantes, es la expresion de CCR2 en TA [98]. Por ejemplo, animales que
carecen de MCP1 o de su receptor CCR2, tienen un reducido nimero de ATM;
mientras que, la sobreexpresion especifica de MCP1, aumenta la cantidad de ATM
infiltrantes [14, 99, 100].

Originalmente, los macréfagos se han clasificado en dos tipos
principales: M® con perfil M1 o de activacion clasica, compatibles con un fenotipo pro-
inflamatorio y M® con perfil M2 o de activacion alternativa, que expresan un fenotipo
anti-inflamatorio. La polarizacion hacia un perfil M1 depende de la presencia de citocinas
del tipo Thl (como INFy) y de productos bacterianos (LPS); mientras que, la activacion
hacia un perfil M2, involucra la presencia de citocinas del tipo Th2 (IL-4 e IL-13). En
términos generales, los macréfagos M1 producen citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNFa) y
los del tipo M2, citocinas anti-inflamatorias que participan en la remodelacion tisular y
resolucion de la inflamacion.

El Receptor Gamma Activado por el Factor Proliferador de Peroxisomas (PPARYy),
es un factor de transcripcion con funcion anti-inflamatoria, ampliamente ligado a la
polarizacién de macrofagos M2 y es un factor clave para la diferenciacién de adipocitos
[47, 49, 81].

Diversos estudios han sido conducidos en modelos animales y humanos, con el
propésito firme de caracterizar de una manera mas precisa, cual es el fenotipo
predominante de los ATM durante la obesidad. Existe evidencia que demuestra la
prevalencia de M® M2 en TA de animales e individuos delgados y la polarizacién hacia
un perfil M1 durante el transcurso de la obesidad [49, 89, 98, 101].
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Lumeng vy col. (2007) reportaron que los M® acumulados en el TA obeso, eran
de un perfil pro-inflamatorio CD11c+ (M1) y que estos conformaban las CLS [49, 102].
Asimismo, en otro estudio se demostrd la correlacion positiva entre la cantidad de
macrofagos M1 a nivel tisular y el desarrollo de IR, en ratones alimentados con HFD [103].
Sin embargo, en su trabajo, Shaul y col. (2010) demostraron que animales sujetos a una
HFD, mostraban un predominio de macréfagos M1 luego de las 8 semanas de tratamiento,
mientras que a las 12 semanas, estos macréfagos CD1llc+ exhibian una expresion
incrementada de genes asociados al perfil M2 [104]. Por el contrario, Ji y col. (2012)
reportaron a los 4 dias de tratamiento con HFD, una polarizacion alternativa de
macréfagos en TA [105].

En la actualidad se conoce que los M® pueden modificar su fenotipo de acuerdo al
microambiente que los rodea; sin embargo, el tipo de polarizacién que ocurre realmente
en el TA obeso, es un tema aun por dilucidar.

El escenario actual establece que mientras los macréfagos M1 mantienen su perfil
pro-inflamatorio, estos también pueden adoptar caracteristicas de remodelacion del tipo
M2. Asimismo, los macrofagos de perfil anti-inflamatorio M2, son capaces de

secretar mediadores pro-inflamatorios en ciertas situaciones especificas [98].

1.2.3 Expresion de receptores de lainmunidad innata en el tejido adiposo

1.2.3.1 Receptores tipo toll

Los receptores tipo toll (TLR) constituyen una parte fundamental de la inmunidad
innata y forman parte de la primera linea de defensa del organismo. Estos
receptores reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS), con motivos
altamente conservados entre microorganismos, como asi también, patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs), que son moléculas endbégenas como los FFA y las
LDLox, producidas en ciertas situaciones patoldgicas [2, 33].

Ambos estimulos, exdgenos y enddgenos, desencadenan cascadas de
sefalizacion intracelular que culminan en la activacién de los factores de transcripcion NF-
KB, AP-1 y factores reguladores de interferon (IRFs) y la consecuente produccion de
citocinas pro- inflamatorias, quimiocinas e interferones. La sefalizacion de los TLR
consiste, al menos, en dos mecanismos: uno dependiente de MyD88 que lleva a la
produccion de citocinas pro-inflamatorias y que es comudn a todos los TLR (excepto para
TLR3) y otro independiente de MyD88 asociado a la estimulacién de interferon-g (INF-B) y
la maduracioén de células dendriticas [33].

Recientemente, diversas revisiones y articulos en las areas de inmunologia
[106], endocrinologia [107] y metabolismo [108] han detallado el rol de los TLR en la
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autoinmunidad, la disfuncién del eje hipotalamico-pituitario-adrenal, la funcién enddcrina
pancreatica, la funcion tiroidea, metabolismo, nutricién, IR y DM [2].

Existen sélidas evidencias que sugieren al TLR4 como un eslabén clave en el vinculo
de la respuesta inmune con la IR. Primero, la expresion de TLR4 esta incrementada en M®
del TA en la obesidad [109, 110]; segundo, animales knockout para TLR4 (TLR4 -/-) o con
pérdida de funcion del gen tir4 por mutacién génica estan protegidos de la IR asociada a la
obesidad [109, 111]; tercero, la delecion especifica de TLR4 en células hematopoieticas
mejora la resistencia a la insulina inducida por una HFD, en higado y TA [112]; cuarto, los
FFA liberados durante la lipdlisis del adipocito in vitro, inducen la activacion del factor de
transcripcion NF-KB en M® mediante TLR4 [113]; quinto, el receptor 120 acoplado a
proteina G (GRP120) es activado por &cidos grasos insaturados omega-3, como el acido
docosahexaenoico (DHA) e inhibe la IR mediante la supresién de la activacién de TLR4 en
macrofagos [114].

Los niveles de FFA estan incrementados en la obesidad; los &cidos grasos
saturados, como &cido palmitico, estearico y laurico, inducen respuesta inflamatoria por
medio de TLR4. En TA, se piensa que esta situacion inflamatoria esta agravada por la
interaccion entre M® y adipocitos que resulta en una retroalimentacion positiva: el
reconocimiento de los FFA por el TLR4 presente en M® induce, por un lado, la secrecion
de TNFa, la cual estimula la lipélisis de adipocitos y la liberacion de mas FFA al medio; y
por el otro, la secrecion de MCP1, que recluta una cantidad cada vez mayor de
macrofagos al tejido inflamado.

Por otro lado, estudios in vivo han implicado a TLR2 en la patogénesis de la
obesidad y otros desordenes metabdlicos [115]. La ausencia de este receptor (TLR2-/-)
protege del incremento de adiposidad, de IR, hipercolesterolemia y esteatosis hepatica,
inducidas por la dieta [116, 117]. Por el contrario, Carcilli y col. (2011) han demostrado el
desarrollo de IR en animales TLR2-/- debido a cambios en la microbiota intestinal [118]. Si
bien, varios estudios han avalado su compromiso en la insulino resistencia, el rol de

TLR2 en los desérdenes metabdlicos asociados a la obesidad es controvertido.

1.2.3.2 Receptores basureros o scavenger

En un principio los receptores scavenger fueron reconocidos en su capacidad de
ligar particulas de LDL modificadas por oxidacion o acetilacion, con lo cual se postulaba su
participacion en el desarrollo de la aterogénesis. Actualmente, se conoce que integran un
amplio espectro de receptores de la inmunidad innata con la particularidad de reconocer
multiples ligandos tanto endégenos (DAMPSs) como exdgenos (PAMPS).

Se describen clasicamente tres tipos: A, By C. El grupo B de estos receptores

transmembrana incluye a los receptores scavenger clase B tipo | (SR-BI) vy cluster de
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diferenciacién 36 (CD36, también conocido como fatty acid traslocase), este ultimo de
interés en el desarrollo del presente trabajo de tesis doctoral. Luego de su descubrimiento
en plaguetas hace 40 afos (1980s), CD36 es reconocido actualmente como una
glicoproteina de membrana ampliamente expresada en diversos tipos celulares incluyendo
cardiomiocitos, células del endotelio vascular, células musculares lisas, M®,
adipocitos y hepatocitos [119]. Dentro de sus ligandos naturales podemos mencionar
a un amplio espectro de moléculas enddégenas como lipoproteinas nativas y oxidadas
(LDLox), fosfolipidos anidnicos, componentes de células apoptoticas, amiloide beta
(amiloide-B), colageno y ademds, se ha demostrado el reconocimiento de eritrocitos
infectados con plasmodium falciparum [119].

A nivel metabdlico, CD36 facilita la transferencia de &cidos grasos de cadena larga
hacia el interior de la célula y responde a concentraciones elevadas de glucosa. También
ha sido reportada la participacion de CD36 en la adipogenesis y la diferenciacién de
adipocitos [120].

Kennedy y col. (2011) investigaron el rol de CD36 como mediador de la
interaccion entre adipocitos y macrofagos en modelos murinos de obesidad in vitro e in
vivo y demostraron que la interaccidn paracrina existente entre estas células en TA es
mediada por CD36 y promueve la inflamacién crénica e IR durante la obesidad [121]. Sin
embargo, el papel de CD36 frente a la proteccién de la resistencia a la insulina es
controversial, existiendo en la bibliografia reportes que avalan la proteccion mediada por
CD36 frente a dicha condicién inflamatoria [122, 123].

Recientemente, se ha sugerido un nuevo rol para este receptor, vinculado a
la migracion de fagocitos hacia el TA durante la obesidad inducida por dieta (DIO), asi
como también, en la adipogenesis tanto in vivo como in vitro [124].

La expresion de CD36 esta ampliamente relacionada a procesos ateroescleroticos,
siendo un regulador negativo de la angiogénesis y promoviendo la apoptosis endotelial,
el estrés oxidativo, la agregacién plaquetaria y la formacion de células espumosas [125].
Trabajos pioneros en el tema demostraron una marcada reduccion del area de lesion
ateroesclerética en animales Apoe -/- (modelo genético de ateroesclerosis) y carentes
del receptor CD36, avalando el paradigma de que la incorporaciéon de LDLox mediada por
este receptor, es esencial para la formacién de células espumosas y la evolucion de la
ateroesclerosis [126].

Adicionalmente, la expresion de CD36 ha sido vinculada a la enfermedad de
Alzheimer a través del reconocimiento de amiloide-B acumulado y la consecuente

activacion de la respuesta inflamatoria y degeneracién neuronal [127].
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1.3 TERCERA PARTE. Enfermedad de Chagas.

1.3.1 El agente etiol6gico: Trypanosoma cruzi

El parasito protozoario intracelular obligado T. cruzi es el agente etioldgico de la
enfermedad de Chagas, que se encuentra en la naturaleza en hospedadores vertebrados
tales como seres humanos, animales silvestres y domésticos e invertebrados, como los
insectos vectores. El parasito es transmitido al hospedador vertebrado a través de insectos
hematéfagos que pertenecen a la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae.

En la actualidad, la OMS estima que aproximadamente 7 millones de personas
estan infectadas con T. cruzi y unas 25 millones de personas en riesgo de infeccion [128].
La enfermedad de Chagas es endémica en América del Sury Central. En las ultimas
décadas, su diagnostico se ha incrementado en paises donde la enfermedad no es
endémica como Estados Unidos, Europa y Japén [129].

1.3.1.1 Ciclo de vida

El T. cruzi posee variaciones morfolégicas y funcionales, alternando entre los
estadios que sufren divisién binaria y las formas no replicativas e infectantes. En las
formas replicativas se incluyen los epimastigotes, presentes en el tubo digestivo del
insecto vector y los amastigotes, observados en el interior de las células de los mamiferos.
Las formas no replicativas e infectantes, tripomastigotes metaciclicos, son encontradas en
las heces y orina del insecto vector y los tripomastigotes circulantes, en la sangre de los
mamiferos.

En el hospedador invertebrado, el ciclo se inicia durante la alimentacion del insecto.
Los tripomastigotes que se encuentran en la sangre del hospedador vertebrado, son
ingeridos por los insectos. Algunos dias después, los parasitos se transforman en
epimastigotes y esferomastigotes y una vez en intestino, se dividen repetidamente por
division binaria. En gran cantidad, los epimastigotes se conectan a la cuticula rectal y se
diferencian en tripomastigotes metaciclicos pudiendo, ambas formas, ser eliminadas a
través de las heces y orina [130].

El ciclo en el hospedador vertebrado se inicia cuando las formas infectantes,
eliminadas por el insecto vector, entran en contacto con mucosas 0 regiones de la piel
lesionadas. Los tripomastigotes metaciclicos son altamente infectantes, pudiendo invadir
los primeros tipos celulares que encuentran como M®, fibroblastos o células epiteliales.
En estas células, ocurre la proliferacion intracelular y la liberacion de tripomastigotes
al espacio intercelular, invadiendo nuevas células localizadas en el lugar de la infeccion

y/o diseminandose por la corriente circulatoria a los tejidos del hospedador, a excepcion
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de los eritrocitos. Después de varios ciclos de infeccion (de 7 a 30 dias), el nimero
de parasitos circulantes aumenta y el hospedador pasa a desarrollar una robusta
respuesta inmune y asi, la infeccién puede ser controlada. Entretanto, algunos parasitos
parecen permanecer, contribuyendo con la patologia de la enfermedad de Chagas. El
ciclo de vida se completa cuando la sangre de un hospedador mamifero infectado es

nuevamente succionada por el insecto vector [130, 131].

1.3.1.2 Progresion clinica de la enfermedad de Chagas

En la enfermedad de Chagas se pueden distinguir dos fases clinicas: aguda
(generalmente asintomética o con sintomatologia no especifica) y crénica, etapa donde se
desarrollan las formas mas severas de la enfermedad [132]. La fase aguda comienza con
el inicio de la infeccibn y se extiende entre 2 a 4 meses; mostrando una elevada
parasitemia, altos niveles de citocinas pro-inflamatorias (INFy, TNFa) y una intensa
activacion de linfocitos T y B. La mayoria de las personas infectadas permanecen
asintomaticas (forma indeterminada) durante afios o incluso décadas; no obstante,
alrededor del 30% de los pacientes desarrollan principalmente complicaciones cardiacas o
gastrointestinales, caracteristicas de la fase crénica de la enfermedad de Chagas (Figura
7). Las bases de la cardiomiopatia chagasica crénica han sido tema de debate durante
muchos afios. La inmunopatologia debido a la persistencia del parasito es considerada un
elemento clave en el desarrollo de esta cardiomiopatia infecciosa, aunque también, hay

numerosas evidencias considerando a la respuesta autoinmune [133, 134].
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Figura 7. Evolucién clinica de la enfermedad de Chagas en humanos.
Imagen adaptada de Dutra WO. Cellular and genetic mechanisms involved in the generation of
protective and pathogenic immune responses in human Chagas disease, 2009 [132].



48

En los ultimos afos, se ha descripto un tropismo diferencial del parasito por el TA,
tanto en la fase aguda como crénica de la infecciébn. Sin embargo, continla siendo un

area de interés poco investigada.

1.3.2 El tejido adiposo en la infeccién con Trypanosoma cruzi

La patogénesis de la enfermedad de Chagas ha sido asociada a la desregulacion
metabdlica, asociacion que surgié con la observacion de una mayor incidencia de
diabetes en individuos infectados con T. cruzi [135]. Investigaciones posteriores
demostraron tanto la disminuciéon en los niveles de insulina, como asi también, la
respuesta alterada de glucosa en pacientes chagasicos [136].

En este contexto, en modelos murinos de diabetes inducida con drogas (STZ) y con
predisposicién genética a la diabetes (db/db), se demostr6 una mayor parasitemia y
mortalidad luego de la infeccién con T. cruzi, sugiriendo que la desregulacion metabdlica
es beneficiosa para la invasion del parasito en el huésped [137]. Asimismo, los animales
en la etapa aguda de la infeccién presentaron hipoglucemia, aunque valores normales de
insulina y niveles disminuidos de adiponectina y leptina en sangre. En la etapa croénica,
una carga parasitaria alta fue detectada a los 300 dias post- infeccion en TA por PCR
cuantitativa, acompafiada de una disminucion de adiponectina local y sistémica. Estas
Ultimas observaciones sugieren el compromiso de la célula adiposa en la progresion de la
enfermedad y apuntan a considerar al TA como un reservorio del parasito.

Estudios in vitro en células adiposas 3T3-L1 demostraron el compromiso de esta
célula en la infeccibn con T. cruzi. Combs y col. (2005) mostraron por microscopia
electrénica que los adipocitos podian ser infectados eficientemente por este parasito [138].
Posteriormente, Nagajyothi y col. (2008) reportaron el fenotipo pro-inflamatorio y el
compromiso inmune de la célula adiposa durante la infeccion con T. cruzi [139].

Ferreira y col. (2011) demostraron la presencia del parasito en biopsias de TA de
individuos con enfermedad de Chagas, confirmando que este tejido es un reservorio del

T. cruzi en humanos [140].

1.3.3 Lainmunidad innata en la infeccion con Trypanosoma cruzi

El parésito atraviesa la barrera de la piel y se disemina a sangre y tejidos induciendo
una respuesta inmune temprana en el huésped, mediante la participacion de las proteinas
del complemento y de fase aguda. Estas moléculas se unen al T. cruzi y median la
endocitosis mediada por receptores.

En la infeccién con T. cruzi se ha demostrado la participacion de los receptores

TLR2, TLR4 y TLR9. Particularmente para TLR2, este es capaz de activarse debido a la
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presencia de los antigenos Rab-5, proteina necesaria para la internalizacion del parasito en
macrofagos [141] y de la mucina GPI [142]. Los compuestos del tipo glicoinositolfosfolipidos
presentes en el parasito son principalmente reconocidos por TLR4 [143]. Asimismo, el DNA
del T. cruzi estimula la produccion de citocinas a través de la sefializacion de TLR9 en el
interior de las células presentadoras profesionales, como M® y células dendriticas [144].

Es importante resaltar el compromiso de los TLR en la infeccién con T. cruzi,
demostrado en ratones deficientes en estos receptores, los cuales presentan una mayor
parasitemia y mortalidad, asociadas a una alterada respuesta pro-inflamatoria [145, 146].

En adipocitos se reportd el aumento de los genes para TLR2 y TLR9, pero no
para TLR4, luego de la infecciéon in vitro con T. cruzi [139] y en TA de animales
infectados, se demostrd el compromiso de TLR4 y TLR9 [147].

La activacion de estos receptores genera la secrecién de citocinas y mediadores
pro-inflamatorios, como IL-12, TNFa y éxido nitrico (ON) en macréfagos inflamatorios. La
IL-12 induce la produccion de IFNy, que junto al panel de citocinas pro-inflamatorias
producidas, contribuyen a la muerte intracelular del parasito [142, 143, 148].

Recientemente (2013) se demostrd, que la cruzipaina purificada del T. cruzi al igual
que la infeccion parasitaria, son capaces de inducir la expresién de TLR2 y la secrecién de
IL-6 en cardiomiocitos murinos, favoreciendo su sobrevida celular, mediante un mecanismo
que involucra la fosforilacion de PI3K [149]. Esto sugiere, de algin modo, que el parasito
favoreceria su sobrevida en las células donde se aloja, mediante una regulacién de la
respuesta inflamatoria e inmune generada por el huésped, en pos de su eliminacion.

En este aspecto, esta surgiendo un creciente interés sobre los PPARs en infecciones
parasitarias, debido a la modulacion que ejercen sobre la respuesta inflamatoria y el
metabolismo del huésped. La activacion de PPARs apareceria como una estrategia del
parasito para favorecer su sobrevida mediante el incremento del metabolismo energético y la
supresion de la inflamacién, lo que permitiria su invasion y evitaria oportunamente su
destruccion. El hecho de controlar la respuesta inflamatoria del huésped, la activacion de
PPARs favoreceria el establecimiento de infecciones crénicas y la oportuna relacién

simbidtica entre el parasito y el propio huésped [150].
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2. ANTECEDENTES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 ANTECEDENTES E HIPOTESIS

El reconocimiento de la obesidad como principal fuente de enfermedades humanas
incluyendo DM2 y patologias cardiovasculares, ha engendrado un fuerte interés en la
disfuncion metabdlica e inflamatoria y ha identificado a la insulino resistencia como un
mecanismo fisiopatolpogico central [151]. Su prevalencia e incidencia estan incrementando
en la poblacion general y la OMS estimé que habria unos 600 millones de adultos obesos
en el 2014 (4). La aterosclerosis es un proceso complejo, multifactorial y dindmico; hoy
considerada, una inflamacién crénica de la pared arterial, caracterizada por activacién de
células endoteliales, reclutamiento de monocitos a la pared vascular y diferenciacién de
macrofagos reclutados a células espumosas ricas en colesterol [33, 152]. Entre sus
multiples factores de riesgo, la obesidad, IR y DM2 y los mecanismos fisiopatoldgicos que
la caracterizan — en especial el componente inflamatorio- favorecen su desarrollo [34]. El
TA se reconoce actualmente como un 6rgano endocrinamente activo y dindmico, con
participaciobn en la homeostasis metabdlica e inmunolégica del organismo [46]. Su
disfuncion es clave en el proceso patoldgico de la obesidad y sus co-morbilidades, siendo la
inflamacion, el resultado mediato de dicha disfuncionalidad. Numerosas evidencias
experimentales sostienen que la obesidad causa una inflamacién cronica de grado bajo
[11, 12], contribuyendo a una disfuncién metabdlica local y sistémica. Estos hallazgos
permiten hacer una vinculaciébn con la hipétesis inflamatoria de la aterosclerosis [33,
37], IR y DM2 [18, 19], que si bien han sido demostradas ampliamente, los componentes
bioquimicos que participan en la cascada pro-inflamatoria permanecen adn controvertidos.
En este contexto, evidencias epidemiologicas y estudios experimentales han permitido
establecer una relacion de causalidad entre infecciones bacterianas y virales y la
progresion de la obesidad y ateroesclerosis [2, 33, 37]. Sin embargo, el papel del parasito
protozoo intracelular T.cruzi ha sido poco estudiado. Diversos estudios, incluido los de
nuestro laboratorio, han demostrado que el T. cruzi puede invadir y replicarse en una
amplia gama de tejidos del huésped, mostrando un tropismo diferencial por corazon,
musculo esquelético y el TA que rodea a los 6rganos, principalmente retroperitoneal [153].
Sin embargo, el conocimiento sobre la invasién in vivo del TA visceral, hipertrofiado en la
obesidad y sus consecuencias sobre el metabolismo de lipidos y glucosa desregulados en
esta infeccion, es escaso, siendo su efecto sobre la respuesta inmune innata, un tépico
cuya investigacion ha sido recomendada recientemente por Schéffler y Schdlmerich [2]. La
respuesta inmune innata es mediada principalmente por PRRs, como TLR y scavenger
clase B, que reconocen y se activan ante estructuras muy conservadas asociadas a

patégenos (PAMPs) o asociadas a dafio enddégeno (DAMPSs). Diversos estimulos
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inflamatorios entre ellos, los FFA circulantes y las LDL, incrementados durante la
obesidad, IR y ateroesclerosis, pueden inducir la sintesis de citocinas y adipocinas por el
TA/adipocitos y macréfagos, mediante el reconocimiento y activacién de los receptores
mencionados anteriormente. Estos mediadores solubles promueven la sintesis hepatica de
proteinas de fase aguda y contribuyen a la inflamacién local y sistémica [154, 155], asi
como a la disfuncibn metabdlica general del organismo. Dentro de los receptores
scavenger, el CD36, co-receptor de TLR2, se expresa en M® y otros tipos celulares y liga
LDL modificadas u oxidadas y acidos grasos de cadena larga, entre otras moléculas [119,
156]. El receptor TLR4 reconoce principalmente a LPS, presente en bacterias Gram
negativas y a los FFA saturados, dentro de sus ligandos endégenos [14, 92, 93]. La
participacion de TLR2 ha sido demostrada en el reconocimiento de Rab-5 y mucina GPI
presentes en T. cruzi [142]. Asimismo, cabe destacar la importancia de la activaciéon de los
receptores CD36, TLR2 y TLR4, en la patogénesis inflamatoria de la ateroesclerosis [33,
39]. Recientes estudios demostraron una via funcional TLR en adipocitos y en TA [2, 91-93].

Nuestro laboratorio, desarrolld un interesante modelo experimental de aterosclerosis
en ratones C57BL/6, alimentados con dieta moderada en grasa y se demostré la induccion
de un sindrome metabdlico, sobrepeso y dislipemia aterogénica que seria responsable
de las lesiones incipientes observadas en higado y aorta de animales tratados. Hubo
ademas aumento de grasa visceral cardiaca y muy interesantemente, en adventicia de la
aorta toracico-abdominal, donde se observé una intensa infiltracion de células inmunes,
compatibles con M® [157]. Estudios experimentales en modelos de obesidad inducidos por
HFD y genéticos (ratones ob/ob o db/db), han demostrado la acumulacién de M® en TA,
gue expresan fundamentalmente genes asociados al fenotipo inflamatorio M1 [49, 89, 98,
101], aunque existen resultados contradictorios [104, 105].

La importancia funcional de los diferentes depdsitos grasos es poco conocida; sin
embargo, evidencia reciente sugiere que los cambios en la secrecion de adipocinas,
debidos a la dieta, podrian ejercer influencia en la funcionalidad del tejido asociado [36].
Estos antecedentes nos han impulsado a focalizar nuestra atencién en los estudios
destinados a comprender el papel del TA/adipocitos y los eventos bioquimicos, celulares y
moleculares que ocurren en modelos experimentales de obesidad. En este sentido,
diversos estudios se han llevado a cabo en modelos animales artificiales, inducidos por
dietas hipercaldricas y HFD, o con modificaciones genéticas, lo que dificulta la extrapolacién
a los casos de obesidad y co-morbilidades que dominan el campo clinico [151, 158].

Los antecedentes descriptos y resultados previos de nuestro laboratorio,
demostrando que la infeccibn experimental aguda con T. cruzi en ratones C57BL/6
modularia la expresion de TLR [159], nos motivaron a desarrollar en el presente trabajo de
tesis, un modelo experimental de obesidad in vivo inducido por dieta moderada en grasa/

fructosa y administracion de estreptozotocina (STZ).
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Cabe sefalar que la cepa de ratones utilizados presenta una susceptibilidad
natural a la ateroesclerosis, por una mutacion puntual en el gen de fosfolipasa A2.

Asimismo, se propone complementar los resultados observados in vivo con estudios
in vitro en una linea celular 3T3-L1 de adipocitos de raton, células claves del TA.

En conjunto, estos antecedentes permiten especular que el T. cruzi seria un
factor pro-aterogénico potencial, ya que posee componentes estructurales (PAMPS)
capaces de interaccionar con receptores de la inmunidad innata, como TLR2, presentes
en TA y generar asi una respuesta inflamatoria local y sistémica que favoreceria la
patogenia de la enfermedad ateroesclerdtica. La interaccion ligando/receptor inicia una
cascada de sefializacion intracelular que favoreceria la secrecion de citocinas y adipocinas
pro-inflamatorias y favoreceria el curso de las patologias inflamatorias como la obesidad y
co-morbilidades asociadas. Ademas, la presencia de un contexto nutricional capaz de
inducir obesidad (dieta moderada en grasa/fructosa/STZ), con incremento de FFA
circulantes, podria activar el receptor TLR4 y/o CD36 y favorecer el estado inflamatorio de
estas patologias. Adicionalmente, se podria hipotetizar que la combinacibn de ambos
estimulos inflamatorios, infeccion (PAMPs) vy nutricibon (DAMPS), potenciarian la
inflamacién y estrés oxidativo inducidos por la infecciébn per se. Sin embargo, no se
deberia descartar la posibilidad de que la respuesta inmune inflamatoria pueda ser
modulada en forma diferencial en la etapa aguda y crénica en estas condiciones
experimentales, ya que el parasito podria manipular la maquinaria metabdlica e inmune del
huésped para favorecer su sobrevida en los tejidos que coloniza, entre ellos, el TA.

Para comprobar estas hip6tesis nos planteamos realizar estudios en dos
escenarios diferentes, un modelo de obesidad in vivo y una linea celular de adipocitos

murinos.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo general

Estudiar la influencia de la infeccion con Trypanosoma cruzi y la nutricibn en un
modelo experimental de obesidad inducido por dieta sobre la respuesta metabdlica de
glacidos y lipidos, la inmunidad innata y el potencial sinergismo sobre las alteraciones

cardiovasculares y hepaticas.

2.2.2 Objetivos especificos

En el modelo experimental in vivo en ratones machos C57BL/6 salvajes alimentados
con dieta moderada en grasa/fructosa y tratados con estreptozotocina, se inducird obesidad

e insulino resistencia con el propdésito de:

- Evaluar la expresion de receptores tipo Toll (TLR2) y scavenger clase B (CD36) en
tejido adiposo visceral, e identificar el fenotipo de macrofagos infiltrantes.

- Determinar citocinas inflamatorias, quimiocinas, adipocinas y otros mediadores

inflamatorios en plasma.

En el modelo in vitro en una linea celular de adipocitos 3T3-L1 diferenciados, se

propone:

- Investigar la influencia de la infeccibn con T. cruzi, acidos grasos saturados
(palmitico y esteérico) y mono-insaturado (oleico) en la expresién basal y post

estimulo del receptor scavenger CD36.

- Cuantificar las citocinas inflamatorias en el sobrenadante de los cultivos celulares

frente a los estimulos propuestos.

- Estudiar la modulacién de los corpusculos lipidicos en la célula adiposa luego del

tratamiento con T. cruzi y acidos grasos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Modelo de obesidad e infeccién in vivo

3.1.1 Disefio experimental y tratamiento

Los ratones C57BL/6 (haplotipo MHC H-2Kb) se adquirieron en la Universidad
Nacional de La Plata, Buenos Aires, Argentina y los ratones C57BL/10ScNJ deficientes para
TLR4 (TIrdlps-del) se obtuvieron de Laboratorios Jackson, Bar Harbor, USA. Los animales
se mantuvieron en ciclos estdndares de luz (12 hs luz/oscuridad) y con acceso ilimitado a
comida y agua, en el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Catdlica de Cdérdoba (UCC), siguiendo las recomendaciones de la Guia de Uso y Cuidados
de Animales de Experimentacion (Consejo Canadiense de Cuidados de animales) y
aprobado por el Comité de Etica de la UCC.

Para el disefio experimental se usaron animales de 6 a 8 semanas con un peso
corporal inicial de 22-25 gramos (g), los que se dividieron al azar en 4 grupos
experimentales:

1- Grupo dieta control, DC: los animales se alimentaron con dieta estandar

rata/raton con contenido bajo en grasas (3% de grasas) y se inocularon con 100

ul de buffer fosfato salino (PBS), pH 7.4 por via intraperitoneal (via i.p.).

2- Grupo dieta obesogénica, DO: los animales se alimentaron con dieta moderada
en grasa (14% de grasas), fructosa (D-levulosa Anedra) al 5% en el agua de
bebida y una dosis minima no diabetogénica de estreptozotocina (STZ, Sigma)
de 8 mg/Kg de PC, por via i.p. La fructosa se administraro con el objeto acelerar
el desarrollo de insulino resistencia periférica asociada a la obesidad y la STZ

para favorecer la progresiéon a DM2.

3- Grupo dieta obesogénica + infeccion, DO+I: estos animales recibieron el mismo
tratamiento del grupo DO pero se los infectd con 500 tripomastigotes de la cepa

Tulahuen por via i.p., a los 10 dias de iniciado el tratamiento con la dieta.

4- Grupo dieta control + infeccion, DC+l: animales alimentados con la dieta estandar
rata/raton e inyectados con 100 ul de PBS pH 7.4 por via i.p. A los 10 dias, estos

animales se infectaron con 500 tripomastigotes de la cepa Tulahuen por via i.p.
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Figura 8. Representacion esquematica del disefio experimental in vivo con ratones salvajes
C57BL/6.

La composicion porcentual de la dieta estandar rata/raton (GEPSA) y de la dieta moderada
en grasas (PURINA, Dog Chow raza pequefia) se detalla en la Tabla IV.

Tabla IV. Composicién porcentual de los nutrientes de las dietas utilizadas en los grupos
experimentales: (A) Estandar rata/ratén, (B) Moderada en grasas.

Composicion (A) Dieta estandar (B) Dieta moderada en grasas
Proteinas (%) 26 25

Carbohidratos (%) 53 50

Grasas (%) 3 14

Fibras (%)

Minerales totales (%) 10

A las 4, 12 y 24 semanas de estudio, se extrajo sangre por puncién cardiaca en
presencia de heparina 5000 U.I (Abott) como anticoagulante, para la posterior separacion
de plasma. A estos tiempos, los animales se sacrificaron para la obtencién de los
siguientes tejidos: higado, TAV, corazén y aorta.

En los grupos DO+l y DC+l, la infeccion fue corroborada en sus dos etapas:

o Etapa aguda: mediante el recuento de tripomastigotes en sangre, usando una
camara de Neubauer, diluida con buffer de lisis (solucion de cloruro de amonio, NH,CI
0.87% en PBS) para la eliminacion de los glébulos rojos [160]. A través del recuento de
parasitos/ml de sangre, se realizaron las correspondientes curvas de parasitemia entre los
dias 7 y 35 dias post-infeccion. Los animales que superaron la etapa aguda de la infeccion

pasaron a cronicidad, posibilitando su estudio a las 12 y 24 semanas.
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e  Etapa crdnica: se detectaron los anticuerpos (IgG) en sangre por ELISA Chagas
(Wiener Laboratory, Chagatest) a las 24 semanas. Titulos de anticuerpos IgG anti- T. cruzi

mayores a 1/1024 fueron detectados en este tiempo.

Los parasitos se mantuvieron por pasajes seriados de ratén a raton utilizando 5000
tripomastigotes. La parasitemia se midié en sangre a los 14 dias, momento en el cual los
animales alcanzaban el pico de parasitemia, mediante extraccion por puncion cardiaca y
previa dilucion con buffer de lisis. La cuantificacion de los parasitos se realizé como se
indicé anteriormente. Cada animal fue inoculado por via i.p. con un volumen de 100 pl (con
jeringa de tuberculina y aguja 25G) de sangre equivalente a 5000 parésitos (diluida en PBS).
Este procedimiento se repiti6 cada 14 dias para asegurar el mantenimiento de la cepa de
parasitos.

3.1.2 Parametros morfométricos

Los animales se estudiaron a las 4, 12 y 24 semanas post tratamiento. Para el
analisis de parametros morfométricos se registraron: peso corporal, indice de masa
corporal (IMC) y didmetro de cintura. EI PC se obtuvo mediante el uso de una balanza
analitica (Ohaus, Modelo CS200) y fue expresado en gramos (g). El diametro de cintura y
la altura de los animales, se obtuvieron con el uso de una cinta métrica en centimetros
(cm). El diametro de cintura se midié tomando como referencia una distancia de 1,5 cm
desde la insercién de los miembros inferiores; mientras que la talla se determiné desde
la insercion del nacimiento del rabo hasta el extremo superior del craneo. El IMC se
calculé en base a la relacién de PC (Kg) con respecto al cuadrado de la altura (m?).

Adicionalmente, como una manera de analizar la obesidad central, se evalud la
variacion de TAV, en cada uno de los animales en estudio. A las 4, 12 y 24 semanas, los
animales se sacrificaron para la recoleccion del TAV y el registro de peso (g) de dicho tejido.
La variacion de TAV en cada animal se expres6 como porcentaje (%) respecto al peso
corporal (g) total (peso TAV/ peso corporal jicia X 100).

Se realiz6 un registro del consumo de alimentos por parte de los diferentes grupos,
pesando la cantidad consumida por animal dia por medio a las 4, 12 y 24 semanas de
estudio. Se coloco un animal por caja para cada condicion analizada con una cantidad inicial

de alimento igual en cada caja.
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3.1.3 Muestras bioquimicas

Para la obtencion de muestras bioquimicas se realiz6 la extraccion de sangre por
puncién cardiaca, con un ayuno de 12 hs, usando heparina sddica (5000 U.l) como
anticoagulante [161]. El plasma se separ6 mediante una centrifugacion a 5000
revoluciones por minuto (rpm) durante 7 minutos (min), utilizando una centrifuga
(Eppendorf  Centrifuge 5415D). Las muestras se conservaron en freezer -80°C. Se

emplearon jeringas de tuberculina y agujas 25 G (Terumo) para la recoleccion.

3.1.3.1 Determinaciones bioquimicas: medicién de glucosa e insulina

La glucosa se cuantificé por el método enzimético de la glucosa oxidasa (Roche) y
colorimetria segun Trinder utilizando el equipo Hitachi modular P800 y se expres6 en mg/dL
[162]. La insulina fue determinada (U.l.) por radioinmunoensayo (RIA) utilizando el kit de
insulina DPC Coat A Count (Siemens) y el equipo Ingetron MODELO MN2200-E.

Evaluacion de laresistencia ala insulina

La resistencia a la insulina se calcul6 mediante el indice HOMA-IR (Homeostatic
model assessment) utilizando la siguiente formula: glucemia en ayunas (mg/dL) x insulina en
ayunas (mU/mL) / 405. Los niveles de insulina en plasma se midieron con un kit de RIA
insulina Escudo DPC A Count (Siemens) utilizando un contador de pozo Ingetron
MODELO MN2200-E. Los niveles de glucosa en plasma se midieron usando un kit
enzimatico (Roche) en un autoanalizador Hitachi modular P800.

3.1.3.2 Determinaciones bioquimicas: medicién de los lipidos plasmaticos

Las concentraciones de triglicéridos (TG) y colesterol total (CT) plasméticos se
obtuvieron mediante el uso de kits enzimaticos (Roche) y el empleo de un autoanalizador

Hitachi P800 modular. Las unidades de medida empleadas fueron mg/dL.

3.1.3.3 Determinaciones bioquimicas: alanin aminotrasferasa (ALT)

La medicion de ALT se realizé por un método enzimatico-colorimétrico (kit de

Roche) en un autoanalizador Hitachi modular P800.
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3.1.4 Apolipoproteina apoB100

La medicion de la apoB100 se realizd en plasma a las 12 y 24 semanas de
estudio por una técnica de inmunoturbidimetria, utilizando el aparato Modular P 800. Las

unidades de medida empleadas fueron mg/dL.

3.1.5 Perfil de lipoproteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida

El perfil lipoproteico se evalué en plasma a las 12 y 24 semanas de estudio,
utilizando como base el método descripto por Singh y col. (2008) [163]. Las muestras se
dejaron en contacto con una solucién de Sudan black B (1% m/v), previamente filtrada,
durante toda la noche a 4°C. La relacion mantenida fue 1:1 (plasma: Sudan Black B)
y el gel de poliacrilamida realizado fue de un 3-4% para los geles concentrador y
separador, respectivamente. Se sembraron 20 uL de muestra por calle y se cubrié con
buffer de corrida nativo pH 8.8. La corrida se realiz6 en la cuba electroforética a 30V por
90 min y luego a 50V hasta la separacion completa de las bandas de lipoproteinas.

Geles de electroforesis y buffer

Preparacion del gel separador al 4%:

Agua desionizada: 3.10 mL

1.5 M Tris- HCI pH 8.8: 1.25 mL
Acrilamida/Bis 30 %: 0.66 mL
Persulfato de NH, 10% (0,1 g/ml): 25 pL
TEMED: 2.5 uL

Preparacion del gel espaciador al 3%:

Agua desionizada: 3.05 mL

1.5 M Tris- HCI pH 6.8: 1.25 mL
Acrilamida/Bis 30 %: 0.65 mL

Persulfato de NH4 10% (0,1 g/mL): 100 pL
TEMED: 5 pyL

Buffer de corrida nativo pH 8.8 1x:
Tris: 3.0 g

Glicina: 14.4 g

Agua: 1000 mL
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3.2 Cultivo celular de adipocitos 3T3-L1 y tratamiento

3.2.1 Protocolo de diferenciacién celular y disefio experimental

Los estudios in vitro se realizaron con la linea celular de fibroblastos 3T3-L1 derivada
de embridn de ratén. Por ser una linea celular de fibroblastos comprometida hacia la linea
adipogénica, puede mantenerse como tal, o pueden ser estimuladas a diferenciarse a
adipocitos, en ciertas condiciones de incubacion. Las células se mantuvieron en
Dulbbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) de alta glucosa (4.5 g/L) sin glutamato,
suplementado con 10% de suero bovino (Sigma) y 1% (v/v) de penicilina- estreptomicina
(PS) en atmosfera humeda con 10% CO2, 90% aire a 37°C. Las células se diferenciaron en
adipocitos adaptando el método descripto por Engelman y col. (2000) [164]. Los
preadipocitos se sembraron en placas de 24 pozos (2x10* células/pozo) y se llevaron a
100% de confluencia (48h, aproximadamente). Una vez confluentes, se coloc6 un medio de
induccion de diferenciacion (MID) conteniendo 0.3 Ul/mL de insulina, 1 pM de
dexametasona y 0.5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX) en presencia de 10% SFB (Sigma)
en DMEM vy se considerd como el dia cero (d0) de diferenciacion. A las 72 h (d3), el MID se
reemplaz6é por medio de mantenimiento (MM1) suplementado con 0.3 Ul/mL de insulina y
10% SFB y la mitad del volumen de dicho medio fue cambiado por medio fresco cada 48h
hasta el dia 9 de diferenciacién (d9). Los adipocitos se consideran totalmente diferenciados
al d9 y los experimentos se realizaron entre los dias 9 y 14 de diferenciacion. Este protocolo,
como asi también los experimentos in vitro, fueron llevados a cabo en el Laboratério de

Imunofarmacologia, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, RJ-Brazil.

3.2.2 Protocolo de tratamiento con acidos grasos e infeccion con T. cruzi

Los adipocitos maduros fueron tratados con FFA de cadena larga, insolubles en el
medio celular (DMEM) vy lipotoxicos para las células, si no estan conjugados con albumina
sérica bovina (BSA, Sigma). Para poder conjugar los FFA con BSA se utilizd el método
descripto por Liu y col. (2014), con algunas modificaciones [165]. En primer lugar, los
FFA se disolvieron en etanol 100% (calidad biologia molecular) para alcanzar una
concentracion inicial de 500 mM y se calentaron en bafio de agua a 60°C para ayudar a la
completa disolucién de los mismos. Luego se mezclé cada uno de los FFA utilizados con
una solucién de BSA (10%, 1.5 mM) en una relacién molar 4:1 (FFA: BSA) en DMEM con
0.25% SFB y se dejaron en estufa a 37°C durante 2hs. La concentracion final de cada FFA
utilizada para los experimentos fue de 50 uM. Pasado este tiempo, la mezcla se sonico en
bafio de agua por 15 min, se dejo estacionar a 55°C por 15 min y se paso por un filtro de

0.22 mm. Antes del estimulo, los adipocitos se privaron de SFB por 3hs y luego se
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incubaron por 24hs con 4cido palmitico (Ac.P) y acido esteérico (Ac.E) —que aumentan en
plasma de los animales en tratamiento con la dieta moderada en grasas (Dog Chow)- y con
acido oleico (Ac.0) mono-insaturado. Cantidades iguales de etanol (vehiculo, veh.) fueron
adicionadas a las células controles, con el fin de mantener iguales concentraciones de este
solvente entre las muestras.

Previo al tratamiento con FFA, algunas de las células fueron estimuladas con
tripomastigotes (cepa Tulahuen) manteniendo una relacién de infeccién 1:1 (parasito:
célula). Para ello, antes del tratamiento con los FFA, las células se dejaron en contacto con
los parasitos por un periodo de 3hs. Luego, se realizaron varios lavados (3 0 mas) con
DMEM para eliminar parasitos en sobrenadante y se procesaron las muestras a las 24 y/o
48 hs de iniciado el contacto con los pardsitos. EI numero de células viables se
determiné por la exclusion del colorante azul de Tripan, usando para el recuento una
camara de Neubauer.
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Ny Ny ~/
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3hs 3 hs 24 hs Procesamiento
muestra
DMEM hi + 1-1
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1% PS 2:1 BSA: FFA relacion molar 1:4 (Veh)
{c4i : pardshio) Ac. Palmitico (AP)

Ac. Estearico (AE)
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Figura 9. Esquema representativo del disefio experimental para células adiposas 3T3-L1.
DMEM, Dulbbeco’s Modified Eagle’s Medium; SFB, suero fetal bovino; PS, penicilina- estreptomicina;
FFA, acidos grasos libres; AP, acido palmitico, AE, acido estearico; AO, acido oleico.

3.3 Proteinas del perfil inflamatorio y anti-inflamatorio

3.3.1 Citocinas y adipocinas

El plasma de los ratones se recolecto a las 4, 12 y 24 semanas de tratamiento y el
sobrenadante de cultivo a las 24 y 48hs. Se realiz6 un ensayo de ELISA para las citocinas
IL-6, TNFa y la quimiocina MCP1. El andlisis de MCP1 se realiz6 mediante el empleo de un
kit de ELISA MCP1 (Biolegend, cat 43270510). Brevemente, las placas de ELISA se
sensibilizaron con el anticuerpo de captura contra la citocina de interés (e-Bioscience y
Biolegend) durante toda la noche a 4° C. Luego, se lavaron las placas con solucién de

lavado (PBS con 0,05% de Tween 20) y se bloquearon con una solucion de PBS con 10%
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de SFB pH 7.0 por 2 hs a temperatura ambiente. Se procedié a lavar los pocillos y sembrar
las muestras de plasma de los diferentes grupos y las distintas diluciones del testigo, usando
las citocinas recombinantes para cada caso (eBioscience y Biologend), durante toda la
noche a 4°C. Las placas se lavaron nuevamente y se incubd con el anticuerpo secundario
anti-citocina biotilinado (e-Bioscience y Biolegend) por 1 h a temperatura ambiente. Luego
de lavar, se agreg6 el reactivo enzimético estreptavidina-peroxidasa (dilucién 1/250 en PBS)
durante 30 min a temperatura ambiente y protegido de la luz.

Finalmente, las placas se lavaron y la reaccion fue revelada usando el sustrato
tetrametil bencidina (TMB) y peréxido de hidrégeno (H,O,) y se registré la absorbancia a
una longitud de onda de 450 nm usando un lector de ELISA en placas Microplatereader
(Bio-Rad).

El analisis de adiponectina y leptina, se llevd a cabo mediante el uso de Kits
comerciales para ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante (Abcam e Invitrogen,
respectivamente). El kit para adiponectina (ab108785) tiene una sensibilidad de 0.7 ng/mL
y la sensibilidad correspondiente a la leptina (KMC2281) es <50 pg/mL.

La curva testigo para cada ensayo (concentracion vs. absorbancia) se realizé
utilizando el software Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA), a partir de la cual fue
posible calcular la concentracion de cada muestra en cuestion, teniendo en cuenta el factor
de dilucién utilizado en cada caso e interpolando las absorbancias de las muestras en la
respectiva curva testigo.

Los anticuerpos de captura utilizados fueron: IL-6: 1000 pg/mL, dilucién 1/1000 en
high binding solution (carbonato de sodio 0.1 M) pH 9.5; TNF-a: 500 pg/mL, dilucién 1/125
en high binding solution pH 6.0 y MCP1: dilucion 1/200 en high binding solution pH 9.5. Los
anticuerpos recombinants fueron: IL-6: 2000 pg/uL (1/125); TNF-a: 2000 pg/L (1/250); MCPL1.:
4000 pg/mL. Los anticuerpos de deteccion: IL-6: 500 pg/mL (1/167); TNF-a: 500 pg/mL
(1/250); MCP1 (1/200).

3.3.2 Proteinas de fase aguda

Para evaluar los cambios de las proteinas plasmaticas a las 4 semanas, se realizé
una electroforesis automatizada en agarosa de los animales tratados, utilizando el equipo
Interlab G-26. El perfil de las proteinas obtenido fue: albumina y fracciones alpha-1 (a-1),
alpha-2 (a-2), beta (B) y gamma (y); a-1 y a-2 representan proteinas de fase aguda en
roedores [154].
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3.3.3 Western Blot

Los animales de los diferentes grupos experimentales se sacrificaron a las 24
semanas para la obtencién de TAV. Se recolecté una porcién de tejido de unos 30 mg
aproximadamente y se lisaron en RIPA buffer con la adicién de un cocktail de inhibidores de
proteasas (Sigma), con un homogeneizador manual y a 4°C. Realizado el homogenato de
tejido correspondiente, las muestras se dejaron en reposo durante 30 min en hielo.
Luego de centrifugar (Eppendorf Centrifuge 5415D) las muestras a 13,000 rpm durante
10 min a 4°C, los sobrenadantes se recolectaron, fraccionaron y guardaron a -80°C hasta su
utilizacion.

Antes de cada experimento, se sembraron cantidades equivalentes de proteinas,
dosadas por el método de Bradford [166]. Se diluyé una cantidad correspondiente a 50 ug
de proteinas en buffer de muestra y se desnaturalizaron en bafio seco a 105°C por 5min.
Posteriormente, un volumen igual a 20 puL por muestra desnaturalizada se sembro y se
sometié a una corrida electroforética en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 7.5%.

La corrida electroforética se realizé utilizando un buffer de corrida y un voltaje (100
voltios) durante 90 min y luego, 150 voltios durante 45 min o hasta visualizar la
separacion completa de los marcadores de peso molecular (Bio-Rad).

Luego de la separacion completa de las proteinas, los geles se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Millipore, Bedford, MA) utilizando buffer de transferencia, a 100
voltios durante 90 min en hielo.

Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en TBS (TRIS-HCI
pH7.4) por 60 min a T°amb y posteriormente, se incubaron con los anticuerpos primarios
policlonales especificos diluidos en soluciéon de bloqueo: anti-TLR2 (1/400, Abcam) y anti-
CD36 (1/100, SantaCruz), obtenidos en conejo y dirigidos contra ratén. La incubacién con
los anticuerpos primarios fue durante toda la noche a 4°C, con agitaciéon constante. Al otro
dia, las membranas se lavaron durante 60 min con TBS-Tween 0.05% (TTBS) y se
incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con HRP (peroxidasa de rabanito):
anti-conejo para CD36 y TLR 2 (1/3000, Sigma) durante 60 min a T°amb, con agitacion.
Luego de realizar el lavado con TTBS 0.05%, la aparicién de bandas antigeno-anticuerpo se
revelaron por quimioluminiscencia (Tabla V) y se expusieron a un film de alta sensibilidad
(Kodak) en cuarto oscuro. El tiempo de exposicion promedio fue de 2 min para CD36 y 10

min para TLR2.
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Tabla V. Composicion del revelador quimioluminiscente (ECL) para Western Blot.

Reactivos 5mL
Ac Cumarico 27 pL
Luminol 125 L
Tris 100 mM pH 8.5 0,5mL
H,0, 3,6% 15 uL
H,O Mq 4335 uL

Como control de carga se utilizd la B-actina. El anticuerpo primario anti-Bactina
obtenido en cabra (1/400, SantaCruz) se dej6é en contacto con la membrana por 180 min a
T°amb y el anticuerpo secundario anti-cabra con dilucion 1/1000 (Santa Cruz) conjugado con
HRP, se dej6 en contacto por 60 min.

Cabe destacar las diferencias metodolégicas entre los estudios in vivo e in vitro.
Para el estudio por western blot de células cultivadas in vitro, se procedio al lisado con
ayuda de un rodillo manual en buffer de muestra 1x, seguido de la desnaturalizacién de la
mezcla a 105°C por 5 min en bafio seco. Los anticuerpos primarios utilizados para el analisis
fueron: anti- CD36 obtenido en conejo (dilucién 1/1000, SantaCruz), anti- PPARy H-100
en conejo (dilucion 1/1000, SantaCruz) y anti- ADRP en cerdo guinea (dilucién 1/500,
Fitzgerald), dirigidos contra ratdn. Los anticuerpos secundarios (anti- conejo y anti- cerdo
guinea) fueron utilizados en dilucién 1/10000. En este caso, el anticuerpo primario anti-B-
actina utilizado fue obtenido en caballo (dilucién 1/20000, SantaCruz) y el secundario anti-
caballo se usé en dilucién 1/10000. El resto de los detalles experimentales son iguales a los
realizados para los estudios in vivo. La intensidad de las bandas se cuantificé mediante el

uso del software ImageJ.

Geles de electroforesis

Gel separador al 7.5%

Agua desionizada: 2.24 mL

1.5 M Tris- HCI pH8.8: 1.25 mL SDS10% p/v: 50 pL Acrilamida/Bis 30 %: 1.25 mL
Persulfato de NH4 10% (0.1 g/mL): 25 pL

TEMED: 2.5 uL

Gel espaciador al 4%

Agua desionizada: 3.05 mL

1.5 M Tris- HCI pH6.8: 1.25 mL SDS10% p/v: 50 pL Acrilamida/Bis 30 %: 0.65 mL
Persulfato de NH4 10% (0.1 g/mL): 100 pL

TEMED: 5 pyL
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Reactivos y Soluciones:

RIPA Buffer

1% Triton X-100

0.5% de cloruro de sodio

9% SDS

5% dithiothreitol (DTT)

1mM ortovanadato de sodio
10 g fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
30 pg de aprotinin en PBS
Buffer de muestra 5x
Tris-HCI0.5M pH 6.8: 2.1 mL
Glicerol: 0.9 mL

SDS 10% (sélido): 0.3 mL
Azul de bromofenol: 0.36 mg

Cada 83 mL de esta preparacion, se agregaron 17 mL de 2-Mercaptoetanol de preparacion
reciente.

Buffer de corrida pH 8.3 1x

Tris: 3.0 g, glicina: 14.4 g, SDS: 1,0 g, agua: 1000 mL

Buffer de transferencia pH 8,1- 8,4 1x

Tris: 3,0 g, glicina: 14,4 g, metanol: 200 mL, agua: 800 mL

3.4 Medicion de triglicéridos en higado

Un gramo de tejido hepatico se homogeneiz6 con PBS pH7.4 frio, usando un
homogeneizador manual. Los homogeneizados se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min
a 4°C. Los sobrenadantes se recogieron para la cuantificacion de TG, usando un kit

comercial enzimatico (Roche) en un autoanalizador Hitachi Modular P800.

3.5 Determinaciéon de malondialdehido

Para determinar la extension del proceso de peroxidacion lipidica del TAV, se utilizé
el método descripto por Ohkawa y col. (1979) [167] que permite medir el producto de
reaccion, malondialdehido (MDA), con el acido tiobarbitarico, en tejidos animales. De cada
lisado de tejido (1:10 m/v) obtenido por animal se utilizé una alicuota para la determinacion
de proteinas por el método de Bradford [166]. A la alicuota restante se le agregaron 15 pL
de SDS 8.1%; 150 uL de acido acético 20% pH 3.5y 175 uL de acido tiobarbitirico 0.8%. Se
homogeneizo y se llevo a bafio de agua hirviendo durante 1 h. Luego de retirar los tubos del

bafio de agua se procedié a enfriarlos con agua corriente durante 5 min, se centrifugaron
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durante 10 min a 4000 rpm y se leyo la absorbancia del compuesto coloreado formado a una
longitud de onda de 532 nm en un espectrofotometro (HACH, modelo DR5000).
Paralelamente se realizd una curva patrén con tetrametoxipropano (TMP) para la

determinacion del MDA (umol/ug proteinas) de las muestras analizadas interpolacién directa.

3.6 Citometria de flujo

3.6.1 Aislamiento de la fracciéon estromal vascular

A las 12 semanas, los animales fueron sacrificados para la separacion del TAV y
posteriormente se procesO para la obtencion de la fracciébn del estroma vascular (SVF).
Luego del sacrificio correspondiente, se procedidé a la diseccién del TAV del animal y se
coloco el tejido en placas de Petri con 2 mL de PBS pH7.4 frio para su primer
procesamiento. Con la ayuda de dos bisturies se comenz6 con la primera ruptura del tejido
en partes pequefas, para facilitar la accién de la enzima colagenasa y esta mezcla se
transfiri6 a un tubo Falcon de 15mL. Para realizar la digestiébn con colagenasa se siguio el
método descripto por Curat y col. (2004) [168]. Brevemente, se adicioné a la mezcla
colagenasa tipo Il (Sigma) en una concentracion de 0.8 mg/mL en solucion de Hank’s pH7.4
y se la dej6é actuar durante 45 min en estufa a 37°C con agitacion constante. Luego se
adicionaron 3 volumenes (vol) de PBS- 5%SFB para lavar y desactivar la colagenasa y el
tejido digerido se pas6 a través de un filtro de 100 p. Se centrifugd a 200g 5 min y se

separ6 la SVF de los adipocitos flotantes.

3.6.2 Citometria de Flujo de la fraccion estromal vascular

Obtenida la SVF del TAV, se procedié inmediatamente a la separaciéon de glébulos
rojos por centrifugacién a 500 g durante 5 min. El remanente celular se resuspendié en PBS
y se expuso a FcBLOCK (BD Bioscience) por 20 min. El nimero de células viables se
determind por la exclusion de azul de Tripan usando una camara de Neubauer (dilucion
1/10). Luego, 1 x 10° células se lavaron con buffer de lavado FACS frio (PBS-2%SFB) y
se incubaron con anticuerpos marcados con fluorocromos por 45 min a 4°C. Para ello, se
emplearon diferentes combinaciones de los siguientes anticuerpos primarios: anti- F4/80
conjugado con PECy7 (Clon BM8 Biolegend), anti- CD11c conjugado con APCCy7 (Clon
N418 Biolegend) y anti-CD206 biotinilado (Clon mr5d3 BioLegend). Se lavé con PBS, se
centrifugd a 13000 rpm 1 min (spin max) y el pellet resultante se resuspendié con 100 pL de
PBS. Se adicioné el anticuerpo secundario estreptavidina conjugado con PEcy5 por 15 min

a 4°C en oscuridad.
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A las 12 semanas, se analiz6 la produccion intracelular de MCP1 (Clon mr2h5
BioLegend). Las células fueron permeabilizadas con BD Cytofix/Cytoperm buffer por
20 min a 4°C y lavadas con solucion Perm/Wash 1x (BD Bioscience). Luego, se incubaron
con el anticuerpo anti-MCP1 conjugado con PE 45 min a 4°C. Las muestras se lavaron, se
centrifugaron a 13000 rpm 1min, se resuspendieron en PBS y examinaron usando el
citometro de flujo BD FACS Canto Il (BD Bioscience) y finalmente se analizaron usando el

programa Flowjo (TreeStar).

3.7 Estudios de microscopia

Los animales sacrificados a las 4, 12 y 24 semanas se perfundieron intra-
cardiacamente con PBS. Luego se tomaron muestras de los siguientes tejidos: TAV, higado,
corazon y aorta. Se fijaron en solucién de paraformaldehido-PBS pH7.4 por un tiempo
minimo de 24 hs y se embebieron en parafina para la posterior tincion con hematoxilina y
eosina (H&E) o para andlisis de inmunofluorescencia. Las secciones de tejido se cortaron a
un espesor de 5u, con excepcién de las secciones del TAV que se cortaron a 8.
Para realizar los cortes se utilizo el micrétomo de la Facultad de Ciencias Médicas,
Departamento de Histologia, Universidad Nacional de Cérdoba. Las secciones de tejido
fueron desparafinadas por pasajes seriados con xileno y concentraciones decrecientes de
etanol (100-70 %) y finalmente sometidas a rehidrataciéon con PBS pH 7.4.

3.7.1 Hematoxilina y eosina

Las secciones de tejidos se tifieron con H&E. Los preparados se visualizaron usando
un microscopio NIKON ECLIPSE TE-2000U equipado con una camara de video digital
(Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba, CIBICI-CONICET). Las

imagenes fueron tomadas a un aumento de 400x.

3.7.2 Inmunofluorescencia

Las secciones de TAV se sometieron a permeabilizacion con Triton 1% x-100 (para
marcacion intracelular) y al bloqueo con solucion de BSA-PBS 1% durante 30-40 min en
camara humeda. Los cortes se dejaron en contacto con los anticuerpos primarios
especificos para cada antigeno en camara himeda a 4°C, toda la noche: anti-mouse
TLR2 (dilucién 1/50) marcado con PE (fluorocromo rojo) obtenido en conejo (Santacruz)
y anti-mouse para MCP1 biotinilado obtenido en hamster (dilucion 1/100 Biolegend).
Posteriormente, se agregd el anticuerpo secundario marcado con FITC (verde) para la

deteccion de MCP1 (1/100, anti-hamster FITC). Finalmente, se procedi6é a la marcacion con
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un fluorocromo intercalante de DNA, Hoescht 33258 (2ug/mL), por 15 min en cdmara
himeda. Las imagenes se obtuvieron por microscopia confocal usando FV300 Olympus

confocal scanning microscope (CIQUIBIQ, CONICET), tomadas a un aumento de 400x.

3.8 Estudio de corpusculos lipidicos

3.8.1 Tincién con oil-red O

La tincion con oil-red O (ORO) es una técnica ampliamente utilizada para la
coloracion de lipidos neutros [169]. Con este fin, a las células adheridas sobre laminas
redondas de microscopia se les retiré el sobrenadante y se las lavd cuidadosamente, ya
que son de poca adherencia, con PBS pH7.4 a T°amb. Las células se fijaron en PBS-
formalina 3.5% por 15 min a T°amb. Luego de dos lavados con PBS, se adicioné una
solucién de ORO preparada Yy filtrada en el momento, a partir de la mezcla en partes iguales
de la solucibn madre de ORO (0.3% en isopropanol) y PBS. Se incubd con agitacion
constante durante 1 min, se lavd 1 vez con isopropanol al 30% y 4-6 veces con PBS y
finalmente se procedi6 a su montaje con glicerol 70% (imagenes en campo claro). Los
preparados se visualizaron con el microscopio NIKON ECLIPSE TE-2000U equipado con
una camara de video digital y las imagenes fueron tomadas a un aumento de 400x.

3.8.2 Tincién con Bodipy

Alternativamente, los corpusculos lipidicos de las células adiposas se marcaron con
el colorante fluorescente Bodipy 493/503 (Molecular Probes). Luego de la fijacién de las
células con PBS-formalina 3.5% (15 min) y tres lavados posteriores con PBS, se adiciond
una cantidad de 100 pL por pozo del colorante diluido en PBS (1/10000) por 10 min.
Luego de dos lavados con PBS, se procedié al montaje con medio VECTASHIELD-DAPI
[169, 170]. Las imagenes se obtuvieron por microscopia confocal con FV300 Olympus

confocal scanning microscope con aumentos de 200 y 600x.

3.8.3 Extraccién de lipidos neutros

Brevemente, las células se fijaron con formalina-PBS 3.5% pH 7.4 por 15 miny se
lavaron con PBS e isopropanol-PBS 30%. Se adicioné una mezcla de 250 pyL de PBS con
250 pL de la solucion madre de ORO (filtrada dos veces) a cada pozo de células durante 1
min y agitacion constante. Posteriormente, se realizaron lavados sucesivos con PBS y dos
lavados finales con isopropanol al 30%. Se adicionaron 70 pL de isopropanol al 100%

durante 30 min (agitacién constante) y se recolectaron 50 pL, los cuales fueron transferidos
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a una placa de 96 pozos para la lectura de las absorbancias a una longitud de onda de 490
nm usando un lector de ELISA Microplatereader (Bio-Rad). Los valores de absorbancias son

proporcionales a la cantidad de lipidos extraidos con ORO.

3.9 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron por medio del analisis de varianza de una
via (ANOVA 1) cuando la variable fue el tratamiento y ANOVA de dos vias (ANOVA 1I)
cuando las variables fueron tratamiento y tiempo, o cantidad de parasitos (experimentos
in vitro). Para comparar entre si los diferentes grupos, se utilizaron los post test de
Newman-Keuls y de Bonferroni para el andlisis comparativo de las medias. Se consider6
significativo un valor de p<0.05. Los resultados se expresaron como la media + SEM,
utilizando el programa GraphPad Prism 5.0, Inc.
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4. RESULTADOS

4.1 EFECTO DE LA INFECCION CON Trypanosoma cruzi EN UN MODELO DE
OBESIDAD INDUCIDO POR DIETA

4.1.1 Impacto de la infeccién con T. cruzi y la dieta en el desarrollo de obesidad e

insulino resistencia, efectos metabdlicos y alteraciones cardiovasculares:

4.1.1.1 Parametros morfométricos

El andlisis de estos parametros a las 4, 12 y 24 semanas nos permiti6 comprobar
gue nuestro modelo crénico de tratamiento con dieta moderada en grasas, fructosay
STZ, era capaz de inducir el desarrollo de obesidad crénica e insulino resistencia periférica
en los animales tratados. Por ANOVA Il, se hallaron diferencias significativas en el peso
corporal entre los grupos experimentales. El valor del estadistico F para el tratamiento (DC,
DO, DO+l y DC+I) fue F=27.23 p<0.0001. También se encontraron diferencias estadisticas
relacionadas al tiempo de analisis (4, 12 y 24 semanas), F=13.41 p<0.0001 y en la
interaccion entre ambos factores, F=4.748 p<0.002. Asimismo, por ANOVA Il obtuvimos
diferencias significativas en el didmetro de cintura debida a los tratamientos (F=14.90
p<0.0001). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticas en el tiempo de estudio
(F=2.288 p=0.1116) ni en la interaccion entre ambos factores (F=1.217 p=0.3126). El
IMC mostré diferencias estadisticas atribuibles a los grupos experimentales, al tiempo y a la
interaccion de ambas variables: F=54.58 p<0.0001, F=49.25 p<0.0001, F=21.88 p<0.0001,
respectivamente. Debido a las diferencias estadisticas observadas en dichos parametros
morfométricos, se realizd el test de Bonferroni para identificar las diferencias entre los
grupos. El grupo DO desarrollé un incremento de PC e IMC, significativo estadisticamente
respecto al grupo DC (Figura 10A-C). Mediante ANOVA Il se analiz6 la variacion de TAV
(%) entre los grupos a las 12 y 24 semanas. Se demostraron diferencias estadisticas
consecuentes al tratamiento aplicado, F=28.66 p<0.0001 y tiempo de tratamiento,
F=8.082 p=0.0073. Sin embargo, la interaccién entre ambos factores no mostré diferencias
estadisticas (F=1.052 p=0.3814). Por el test de Bonferroni se observd un aumento
significativo del % TAV en el grupo DO comparado al grupo DC (Figura 10D).

La presencia del T. cruzi en el grupo DO+l protegio de las alteraciones morfométricas
inducidas por la dieta, mostrando una disminucién significativa en todos los parametros
analizados respecto al grupo DO. Ademas, a pesar de la dieta, no se encontraron
diferencias estadisticas apreciables en relacion al grupo DC+l (Figura 10A-D).

En la figura 10E, se muestran imagenes representativas de animales de los distintos

grupos, donde pueden discriminarse las variaciones de TAV. Es importante sefialar que el
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incremento de los parametros morfométricos puede ser atribuido a la composicién de la
dieta utilizada, ya que no se apreciaron diferencias significativas en la cantidad de
alimento consumido entre los animales que recibieron la dieta moderada en grasas y los que
recibieron la dieta estandar. La cromatografia de gases reveldé que la administracion de la
dieta moderada en grasas utilizada para los grupos DO y DO+l produjo un incremento de

acidos grasos saturados en circulacion, particularmente acido palmitico (C16) (Figura 11).
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Figura 10. Efecto de la obesidad inducida por dieta y la infeccion con T. cruzi sobre: (A) la
variacion de peso corporal, (B) el diametro de cintura, (C) el IMC y (D) la variacién de tejido adiposo
visceral, expresada en %. Los cambios en los parametros morfométricos se estudiaron a las 4, 12 y
24 semanas. (F) muestra imagenes representativas de un animal de los distintos grupos a las
24 semanas. Los datos se expresan como la media + SEM de los tratamientos DC (control, lineas
negras), DO (dieta obesogénica, lineas azules), DO+l (dieta obesogénica+infeccién, lineas rojas) y
DC+l (infeccion, linea gris). * p < 0,05 ** p <0,01 *** p < 0,001 indican la comparacién entre los grupos
DC y DO; ® p < 0,05 ®*® p <0,01 ®**® p < 0,001 indican la comparacién de DO respecto al grupo
DO+l. Un valor de p <0,05 fue considerado significativo mediante el test ANOVA Il. Se empleé un n =
9-10 animales por grupo para cada tiempo.
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Figura 11. Perfil cualitativo de acidos grasos plasmaticos por cromatografia gaseosa en grupos: DC
(control), DO (dieta obesogénica) y DO+I (dieta obesogénica+infeccion), a las 24 semanas. La
corrida estandar muestra las lineas correspondientes a diferentes acidos grasos. 16:0 (16
carbonos, C) indica el &cido palmitico (Ac. P) y 18:0 (18C) el acido estearico (Ac. E). Las flechas en
el pico con valor aproximado 14, indican la presencia de Ac.P (DC, DO, DO+l), mientras que, las
flechas con valor de 18, indican la presencia de Ac. E (DC).
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4.1.1.2 Efecto de la sefializacion de TLR4 sobre los pardmetros morfométricos

en el modelo de obesidad e infeccidn

Con el fin de analizar la participacion de la sefializacion mediada por TLR4,
decidimos poner en marcha nuestro modelo de obesidad inducido por dieta e infeccién, en
animales que carecen de la expresion de TLR4 (TLR4 -/-). De esta manera, se estudiaron en
cuatro grupos experimentales: DC -/-, DO -/-, DO+l -/- y DC+l -/-, el PC a las 4, 12y 24
semanas Yy la variacion de TAV a las 12 y 24 semanas (Figura 12). Los animales DC+I
tuvieron una tasa de mortalidad del 100% entre los 25-35 dias post infeccion, por lo que no
pudieron ser estudiados a las 12 y 24 semanas.

En el ANOVA Il se encontraron diferencias en el PC entre los distintos grupos,
F=12.06 p=0.0008 y variaciones para el factor tiempo (F=22.06 p<0.0001) e interaccion de
ambos factores (F=6.871 p=0.0024). Sin embargo, la figura 12A muestra que los animales
DO -/- estuvieron protegidos del incremento de PC hasta las 24 semanas, a diferencia de los
animales WT (p<0.05 WT vs. TLR4-/-) (Figura 10A) y sélo a este tiempo mostraron un
aumento de peso significativo respecto al grupo DC -/- y DO+l -/-. En la figura 12B se
muestra la variacién de TAV (%) entre los grupos experimentales. Se hallaron diferencias
estadisticas en relacién a los tratamientos administrados a cada grupo, F=1.824 p=0.0002
y factor tiempo F=0.5280 p=0.0260. El test de Bonferroni demostré que la ausencia de
sefalizacion de TLR4 no fue capaz de proteger del incremento de TAV a los
animales DO -/- y DO+l -/-, mostrando diferencias significativas comparados al grupo DC
-/-. Este fendbmeno fue diferente al observado en los animales WT, ya que el grupo DO fue

el Unico en desarrollar un aumento significativo de TAV respecto a DC y DO+ (Figura 10D).
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Figura 12. Efecto de la ausencia de TLR4 en el modelo de obesidad e infeccion con T. cruzi sobre:
A) el peso corporal y B) la variacion de tejido adiposo visceral. Los datos de los tratamientos
DC -/- (control, lineas negras), DO -/- (dieta obesogénica, lineas azules), DO+l -/- (dieta
obesogénica+infeccion, lineas rojas) se expresan como la media + SEM. * p < 0,05 ** p <0,01 *** p
< 0,001 indican la comparacién entre los grupos DC -/- y DO -/-; **® p < 0,001 indica la
comparacion de DO -/- respecto al grupo DO+l -/-. Un valor de p <0,05 fue considerado significativo
mediante el ANOVA Il. n = 6-8 animales por grupo para cada tiempo estudiado.
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4.1.1.3 Estudio del metabolismo de glucidos e insulino resistencia periférica

El analisis de los niveles plasméticos de glucosa e insulina a las 4, 12 y 24 semanas,
nos permitié estudiar el efecto de la dieta y la infeccion en la homeostasis del metabolismo
de glucidos en el periodo agudo y cronico. El indice HOMA-IR fue calculado para
estudiar el estado de insulino resistencia periférica en los grupos (Figura 13).

El ANOVA Il aplicado para cada parametro arrojé diferencias estadisticas entre los
grupos. En los valores de glucosa, estas diferencias se atribuyeron al factor tratamiento,
F=10.87 p<0.0001. El factor tiempo (F=2.881 p=0.0654) y la interaccion entre ambos
factores (F=1.569 p=0.1680), no fueron significativos. En los valores de insulina, se
obtuvieron diferencias estadisticas en el factor tratamiento, F=3.957 p=0.0172 y en el factor
interaccion, F=4.220 p=0.0034. Sin embargo, el factor tiempo no mostrd diferencias
estadisticas relevantes (F=0.02955 p=0.9709). Asimismo, en el indice HOMA-IR las
diferencias estadisticas se debieron a los factores tratamiento e interaccion, con F=3.696
p=0.0213 y F=4.675 p=0.0015, respectivamente. El factor tiempo no mostr6 diferencias
(F=0.9242 p=0.4069).

El post test de Bonferroni, mostré un aumento significativo en los niveles de glucemia
en el grupo DO respecto a DC, en todas las semanas de estudio (Figura 13A). El
incremento de glucemia se acompafié de una hiperinsulinemia significativa e IR periférica,
en comparaciéon a DC, a partir de las 12 semanas (Figura 13B, C). La presencia del parasito
en el grupo DO+, no generd diferencias estadisticas en los valores de glucosa respecto
a DO durante la etapa cronica de la infeccién (12 y 24 semanas), aunque si durante la
etapa aguda, observandose una disminucion significativa en los animales DO+l (4
semanas). De manera interesante a las 4 semanas, el grupo DO+l desarroll6 una IR
periférica aguda respecto a DO y DC+l. Superada esta fase y a pesar de los niveles
incrementados de glucemia respecto a DC, los animales mostraron niveles de insulina y
HOMA-IR significativamente menores respecto a DO, sugiriendo que la insulina seria
insuficiente para regular los niveles de glucosa y reflejando una posible progresion a
diabetes en estos animales (Figura 13A-C).
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Figura 13. Influencia del tratamiento obesogénico y la infeccién con T. cruzi sobre el metabolismo de
glicidos e insulino resistencia periférica. (A) valores de glucosa, (B) valores de insulina
plasmética y (C) valores del indice HOMA-IR. Los datos se expresan como la media + SEM de los
tratamientos DC (control, lineas negras), DO (dieta obesogénica, lineas azules), DO+l (dieta
obesogénica+infeccion, lineas rojas) y DC+l (infeccion, linea gris). * p < 0,05 ** p <0,01 *** p <
0,001 indican la comparacion entre los grupos DC y DO; ® p < 0,05 ®® p <0,01 ®*® p < 0,001 indican
la comparacion de DO respecto a DO+I. Un valor de p <0,05 fue considerado significativo mediante
el ANOVA Il. n = 9-10 animales por grupo y para cada tiempo estudiado.
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4.1.1.4 Efecto de la infeccion parasitaria y la dieta sobre el metabolismo de lipidos y

|las alteraciones cardiovasculares

El metabolismo de lipidos a nivel sistémico se evalu6 a partir de la
determinacion de triglicéridos y colesterol total, del andlisis del perfil cualitativo de
lipoproteinas y de los niveles de apoB100 (Figura 14). Las alteraciones cardiovasculares a
nivel histologico, se analizaron en cortes de corazon y aorta (Figura 15y 16).

El andlisis de triglicéridos por ANOVA Il mostré diferencias estadisticas en los
factores tratamiento (F=35.16 p<0.0001), tiempo (F=12.29 p< 0.0001) y en la interaccion
de ambos factores (F=8.759 p<0.0001). Los resultados para los niveles de colesterol
fueron similares, con diferencias estadisticas ligadas a los grupos experimentales (F=15.20
p<0.0001), al tiempo de estudio (F=3.662 p=0.0321) y a la interaccion de ambas variables
(F=4.008 p=0.00021). Las figuras 14A y 14B muestran un incremento significativo (test de
Bonferroni) en los valores plasmaticos de triglicéridos y colesterol total en el grupo DO con
respecto a los grupos DC y DO+l, a las 4 y 24 semanas post tratamiento. No se
demostraron diferencias estadisticas entre los grupos infectados DO+l y DC+I.

Sin embargo, a pesar de que el parasito indujo una mejora en los niveles
sistémicos de lipidos, el analisis del perfil de lipoproteinas mostré un patrén alterado de las
mismas, con aumento de LDL y disminuciéon de HDL, tanto en el grupo DO como en los
grupos DO+l y DC+l (Figura 14C) a las 24 semanas. Adicionalmente, se analizaron los
niveles de apoB100 por ANOVA | (F=4.799 p=0.0126) y por el post test de Bonferroni. El
incremento significativo de los niveles de apoB100 observado en los grupos DO, DO+l y
DC+l respecto a DC, es sugestivo de la presencia de particulas LDL pequefias y densas
(Figura 14C).
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Figura 14. Efecto de la dieta y la infeccibn con T. cruzi sobre las alteraciones lipidicas y
lipoproteicas en el modelo crénico de obesidad. (A) Triglicéridos, (B) Colesterol total. Los datos se
expresan como la media + SEM de los tratamientos DC (control, lineas negras), DO (dieta
obesogénica, lineas azules), DO+l (dieta obesogénica+infeccion, lineas rojas) y DC+I (infeccion,
lineas grises). * p < 0,05 ** p <0,01 *** p < 0,001 indican la comparacioén entre los grupos DC y DO;
®p < 0,05 °® p<0,01 °*° p < 0,001 indican la comparacién de DO respecto al grupo DO+l. n = 8-10
animales por grupo para cada tiempo estudiado. (C) Perfil cualitativo de lipoproteinas en gel de
poliacrilamida: VLDL, LDL y HDL y cuantificaciéon de la apoB100 a las 24 semanas (ANOVA ). n =
5-6 animales por grupo.

Las imagenes H&E de corazdn y aorta toracico abdominal mostraron diferencias
histolégicas entre los grupos experimentales. En corazén, la combinacion de la dieta,
fructosa y STZ indujo la acumulacién de lipidos ectdpicos a las 12 semanas en el grupo DO.

Si bien, la presencia adicional del parasito en el grupo DO+, resulté en la disminucién del
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deposito lipidico inducido por la dieta, este indujo un aumento en el nimero de células

infiltrantes en dicho tejido (Figura 15). Resultados similares se encontraron en las imagenes

de aorta (Figura 16). El grupo DO se caracteriz6 por disturbios en la arquitectura epitelial y

por la presencia de adipocitos hipertrofiados en la adventicia. En el grupo DO+l, se

hallaron adipocitos adventiciales de menor contenido lipidico, similares a los controles y

un incremento en la cantidad de infiltrado celular en la adventicia. Entre los grupos

infectados, imagenes similares fueron apreciadas tanto a nivel cardiaco como vascular.

--

—>
—

Figura 15. Microfotografias de
tejido cardiaco coloreadas con
H&E de animales: DC (control),
DO (dieta obesogénica), DO+
(dieta obesogénica + infeccion)
y DC+l (infeccion). Barra de
calibracion: 40 pm. Aumento
400x. Las flechas negras
indican acumulo de lipidos
ectopicos intracardiacos; las
flechas blancas  muestran
presencia de infiltrado celular.

Figura 16. Microfotografias de
aorta tordcico abdominal con
H & E de animales: DC (control),
DO (dieta obesogénica), DO+l
(dieta obesogénica + infeccion) y
DC+l (infeccion). Barra de
calibracion: 40 pm. Aumento
400x. Las flechas negras indican
hipertrofia de células adiposas en
adventicia; las flechas blancas
muestran presencia de infiltrado
celular.
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4.1.1.5 Efecto de la sefializacién de TLR4 en la homeostasis metabdlica de glucosa y

lipidos

Para evaluar el papel de TLR4 sobre la homeostasis metabdlica, se analizaron los
niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos y colesterol total en los animales -/- alas 4, 12y

24 semanas (Figura 17).

El andlisis de varianza (ANOVA II) aplicado no mostro diferencias estadisticas en los
valores de glucosa, triglicéridos y colesterol total entre los grupos experimentales (Figura
17A, B, C). Al comparar los niveles de glucosa, el valor del estadistico F para el factor
tratamiento (DC-/-, DO-/- y DO+I-/-) fue F=1.318 p=0.2910, para el factor tiempo fue
F=1.058 p=0.3667 y para el factor interaccion F=0.6046 p=0.6640. Del mismo modo, no se
mostraron diferencias estadisticas en los niveles de triglicéridos debidas al tratamiento
(F=2.922 p=0.0783), al tiempo (F=1.240 p=0.3118), ni a la interaccion de ambos factores
(F=0.4698 p=0.7572). Los niveles de colesterol tampoco mostraron diferencias significativas
(tratamiento F=2.838 p=0.0587, tiempo F=0.4843 p=0.6229, interaccion F=1.088 p=0.3877).
Esto sugeriria que la ausencia de TLR4 protege de los cambios metabélicos inducidos en el
contexto de obesidad e infeccion en relacion a los WT (Figura 17 vs. Figura 14, p<0.05). No
se encontraron diferencias estadisticas en los niveles de la apoB100 entre los grupos TLR4

-/-, pero si en comparacion con los WT (Figura 17D vs. Figura 14C, p<0.01).
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Figura 17. Efecto de la ausencia de sefializacion de TLR4 en el modelo de obesidad e infeccion
sobre los niveles plasméticos de: (A) glucosa, (B) triglicéridos, (C) colesterol total y (D) apoB100.
DC -/- (control, lineas negras), DO-/- (dieta obesogénica, lineas azules) y DO+l -/- (dieta
obesogénica+infeccion, lineas rojas). No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos mediante el ANOVA I, con p > 0.05. n = 6-8 animales por grupo para cada tiempo.

4.1.1.6 Efecto de la infeccion con T. cruzi y la dieta sobre el desarrollo de alteraciones
hepaticas

Analizadas las repercusiones de la dieta y la infeccion a nivel cardiaco, decidimos
centralizarnos en el estudio de dicha influencia en el tejido hepatico. Para ello, se estudiaron
cortes histolégicos de higado con tinciébn H&E a las 12 semanas (Figura 18). La figura 18
muestra diferencias histolégicas apreciables entre los diferentes grupos. Encontramos que
el grupo DO desarroll6 tempranamente esteatosis hepatica mixta, condicion asociada a
obesidad e IR. El higado de estos animales presenté macro y micro vesiculas lipidicas y
ausencia de focos inflamatorios. Similarmente a lo observado en corazén y aorta, en DO+,
la presencia del parasito disminuyé considerablemente el depésito de grasa a nivel

hepatico. Sin embargo, las imagenes revelaron la presencia de focos inflamatorios, con un
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nimero considerable de células infiltrantes, favoreciendo el desarrollo de una

esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

Figura 18. Microfotografias de tejido hepatico coloreadas con H&E de animales: DC (control), DO
(dieta obesogénica), DO+l (dieta obesogénica + infeccién) y DC+I (infeccion). Barra de calibracién: 40
pm. Aumento 400x. Las flechas negras indican acimulo de lipidos ectdpicos en higado; las cabezas
de flechas negras muestran la presencia de focos inflamatorios.

Posteriormente, decidimos cuantificar triglicéridos hepéticos por gramo de tejido
(Figura 19). Los resultados no mostraron diferencias estadisticas por ANOVA Il en los
factores tiempo (F=2.849 p=0.0697) e interaccién (F=1.593 p=0.1745). Sin embargo, se
hallaron diferencias estadisticas dadas por el factor tratamiento, F=3.380 p=0.0274. En la
figura 19A pudimos observar que en el grupo DO, la cantidad de triglicéridos hepaticos
incremento significativamente respecto a DC (p<0.001) y DO+l (p<0.01) a las 24 semanas.
Los niveles plasmaticos de transaminasas (Figura 19B) mostraron diferencias estadisticas
sé6lo debido al factor tratamiento (F=5.318 p=0.0026) con un aumento significativo de ALT
en el grupo DO+l comparado a DO, a las 24 semanas.



86

1000+ LA 40-
DC

DO
DO+l
DC+l

DC
DO
DO+I
DC+l

800 30 *

X
'TEE

20+

Triglicéridos hepaticos
(mg)/ g de tejido
ALTUIIL

o

T T 0
4 12 24 12 24

Semanas Semanas

>

Figura 19. Parametros de injuria hepatica. (A) Determinacién de triglicéridos hepaticos expresados en
mg por gramo de tejido. (B) Cuantificacion de ALT. Los datos se expresan como la media =+ SEM de
los tratamientos DC (control, lineas negras), DO (dieta obesogénica, lineas azules), DO+l (dieta
obesogénica+infeccion, lineas rojas) y DC+l (infeccién, linea gris). * p < 0,05 ** p <0,01 indican la
comparacion entre los grupos DC y DO; ®**® p < 0,001 compara DO respecto al grupo DO+I. Un
valor de p <0,05 fue considerado significativo mediante el test de ANOVA Il. n = 6-9 animales por
grupo y tiempo estudiado.

4.1.1.7 Efecto de la infeccién con T. cruzi y la dieta sobre el desarrollo de alteraciones

hepaticas en animales TLR4 -/-

El dosaje de triglicéridos hepaticos en animales TLR4 -/- fue realizado para evaluar si
la ausencia de este receptor era capaz de proteger del desarrollo de esteatosis hepatica en
nuestro modelo experimental de obesidad (Figura 20).

De igual modo que lo realizado para los animales WT, los triglicéridos hepaticos y los
niveles de ALT fueron cuantificados y analizados por ANOVA II. Observamos diferencias
estadisticas en los niveles de triglicéridos intrahepaticos debido a los tratamientos, F=19.40
p=0.0002. No se mostraron diferencias debidas al factor tiempo (F=0.1150 p=0.7409), ni a
la interaccion de los factores tratamiento/ tiempo (F=0.06683 p=0.9357). El post test de
Bonferroni demostré un incremento significativo en el acumulo de triglicéridos hepaticos en
el grupo DO-/- respecto a los grupos DC -/- y DO+ -/- a las 12 y 24 semanas (Figura 20A).
Por otro lado, no se hallaron diferencias estadisticas por ANOVA Il en los niveles
plasmaticos de ALT entre los grupos experimentales, a diferencia de lo ocurrido en los
animales WT (Figura 20B vs. Figura 19B, p>0.05).
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Figura 20. Efecto de la ausencia de TLR4 sobre los niveles de: (A) triglicéridos obtenidos por gramo
de tejido hepatico y (B) la actividad de ALT. Los datos se expresan como la media + SEM de los
tratamientos DC -/- (control, lineas negras), DO -/- (dieta obesogénica, lineas azules) y DO+l -/- (dieta
obesogénica+infeccion, lineas rojas). * p < 0,05 ** p <0,01 indican la comparacion entre los grupos DC
-/-y DO -I-; ®p < 0.01 ** p < 0,001 indican la comparacién de DO -/- y DO+l -/-. n = 5-7 animales por
grupo.

4.1.2 Estudio de receptores de la inmunidad innata y caracterizacion de macroéfagos
infiltrantes en TAV

4.1.2.1 Efecto de la infeccion con T. cruzi y la dieta sobre la histomorfologia del TAV,

la expresion local de receptores TLR2 y CD36 y la peroxidacion lipidica

Con el fin de evaluar la repercusion cronica de la infeccion y la dieta en la
histomorfologia del TAV, se analizaron cortes de tejido de los distintos grupos
experimentales a las 24 semanas (Figura 21). El grupo DO present6 alteraciones
caracteristicas del TA disfuncional obeso, con hipertrofia de células adiposas y formacién de
estructuras tipo corona (CLS). Las CLS se forman por la presencia de adipocitos necrosados
y la disposicion de células inmunes, principalmente macréfagos, a su alrededor.
Respondiendo al patrén ya encontrado para los demas tejidos, la infeccién con T. cruzi fue
capaz de provocar una disminucién del contenido lipidico y por consiguiente del tamafio

celular, asi como también, un incremento en el infiltrado celular y formacién de CLS.
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Figura 21. Microfotografias de tejido adiposo visceral coloreadas con H&E de animales: DC
(control), DO (dieta obesogénica), DO+l (dieta obesogénica + infeccion) y DC+l (infeccion).
Barra de calibracién: 50 pm. Aumento 400x. Las flechas negras indican células adiposas
hipertrofiadas; las cabezas de flecha muestran presencia de CLS y focos inflamatorios.

Posteriormente, decidimos estudiar la expresion proteica de receptores de la
inmunidad innata que podrian estar involucrados en el reconocimiento de PAMPs y/o
DAMPs presentes en este contexto. En primer lugar, nos focalizamos en el estudio de TLR2
en los grupos infectados: DO+l y DC+l.

La figura 22A muestra una imagen representativa de la expresion del receptor TLR2
conjugado con PE (rojo) en TAV de animales DO+l y DC a las 24 semanas. Para
comprobar la posible diferencia en la expresion de este receptor entre los grupos
infectados (DO+l y DC+l), se realiz6 el analisis por western blot a las 24 semanas y
la cuantificacion de TLR2 por ImageJ.

El ANOVA | revel6 la existencia de diferencias estadisticas debidas al tratamiento
(F=18.25 p=0.0005). Los resultados de la figura 22B muestran diferencias estadisticas entre
los grupos DO+l y DC+I (p = 0.05) y entre DC+l y DC (p = 0.05).
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Figura 22. Expresion proteica de TLR2 en tejido adiposo visceral a las 24 semanas. (A) Imagenes
representativas obtenidas por microscopia confocal de TLR2 en TAV de animales DO+l (dieta
obesogénica+infeccién) y DC (control). Los cortes fueron marcados con anticuerpo anti-TLR2
conjugado con PE (rojo) y los nucleos fueron visualizados con Hoescht (azul). Barra de
calibracion=50 um. Amplificacion 400x. (B) Western blot para TLR2 en lisados de tejido adiposo
visceral de animales DC (control, barra blanca), DC+l (infeccién, barra negra) y DO+l (dieta
obesogénica+infeccién, barra negra). Se utilizé B-actina como control de carga. Los datos son
representativos de dos experimentos con n=2. * p < 0,05 indica diferencia significativa entre los
grupos DC+l vs. DC y DO+| vs DC+l.
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El andlisis de CD36 en TAV a las 24 semanas (Figura 23), mostro diferencias
significativas ente los tratamientos (F=17.83 p=0.0093). Los animales que recibieron dieta
obesogénica presentaron un aumento significativo de este receptor con respecto a sus
controles (DO vs. DC y DO+l vs. DC+l) pero este incremento fue similar entre ambos
grupos (DO vs. DO+l, p>0.05). Los animales que solo fueron infectados con T. cruzi

(DCH+I), no mostraron aumento en la expresion de CD36 en TAV.
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Figura 23. Expresion proteica de CD36 en tejido adiposo visceral a las 24 semanas: western blot de
animales DC (control), DO (dieta obesogénica), DO+l (dieta obesogénica+infeccion) y DC+I
(infeccion). La B-actina fue utilizada como control de carga. La cuantificacién se realiz6 midiendo
densidad optica por Image J. Los datos son representativos de uno de tres experimentos
independientes. * p < 0,05 indica diferencia significativa entre los grupos DO y DC y entre DO+l y
DCHI.

El estrés oxidativo es un mecanismo clave en la patogénesis de la obesidad. Con el
fin de analizar el efecto de la interrelacion infeccidn-dieta en la peroxidacion lipidica del TAV,
decidimos cuantificar el producto MDA a las 24 semanas (Figura 24).

El analisis estadistico aplicado (ANOVA ) demostré diferencias entre los
tratamientos, F=18.19 p=0.0004. Se encontré un incremento significativo en la produccion de
MDA en TAV de animales DO+l comparado a DO y DC+I. Si bien los niveles de MDA son
mayores en el grupo DO que en los animales controles (DC), este aumento no fue

significativo estadisticamente (p>0.05).
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Figura 24. Efecto de la dieta y la infeccion con T. cruzi sobre el nivel de malondialdehido (MDA),
expresado en upmoles de MDA por upgramo de proteina (umol MDA/ug proteina), en tejido
adiposo visceral de los animales sometidos a los tratamientos DC (control, barra blanca), DO (barra
negra), DO+l (barra negra) y DC+I (barra negra). Los datos se expresan como la media £ SEM. * p <
0,05 muestra la comparacién entre DO y DO+l y entre DO+l y DC+l. ns, p > 0,05 indica la relacién
entre DO y DC. n = 7-10 animales por grupo.

4.1.2.2 Efecto de la presencia del parasito y la dieta en el fenotipo de macréfagos

infiltrantes y la produccion intracelular de MCP1 en TAV

Teniendo en cuenta que MCP1 juega un papel fundamental en el reclutamiento de
macroéfagos en tejidos inflamados, decidimos estudiar la expresion de esta quimiocina en
TAV de animales obesos e infectados con T. cruzi.

La figura 25A muestra una imagen representativa, obtenida por microscopia de
fluorescencia, de la expresion de MCPL1 y su principal localizaciéon en la CLS, en TAV de
animales DO+l a las 12 semanas.

Con el fin de analizar el fenotipo de M® en TAV, se realizd por citometria de flujo la
caracterizacién clasica de macréfagos M1 inflamatorios (F4/80+CD11c+CD206-) o M2 anti-
inflamatorios (F4/80+CD11c-CD206+). En una primera instancia, se decidié cuantificar el
porcentaje de leucocitos presentes en la SVF del TAV en los grupos experimentales. El
ANOVA | mostré diferencias significativas en la cantidad de leucocitos entre los grupos
analizados (F=759.8 p<0.0001) y se evidencié un incremento significativo del porcentaje de
leucocitos infiltrantes en TAV en el grupo DO+ respecto a los grupos DO y DC+l y en el
grupo DO comparado a DC (Figura 25B).

Posteriormente, analizamos el nimero absoluto de M® F4/80'CD11¢"'CD206™ (M1) y
F4/80°CD11c’'CD206" (M2) en cada grupo. La figura 25C muestra la existencia de
diferencias estadisticas (ANOVA II) en el numero absoluto de macréfagos M1 y M2 entre
grupos: el valor del factor tratamiento fue F=132.3 p<0.0001, el factor fenotipo (M1, M2) fue
F=787.2 p<0.0001 y el factor interaccion fue F=127.3 p<0.0001. El test de Bonferroni

demostré que el nimero absoluto tanto de macrofagos M1 como M2 fue significativamente
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mayor en el grupo DO+ respecto a DO y DC+l y en grupo DO respecto a DC. Sin embargo,
el nimero absoluto de macrofagos con fenotipo M2 predominé sobre los del fenotipo M1 en
todos los grupos, a las 12 semanas.

Finalmente, con el fin de evaluar la poblacion de macrofagos responsable de la
produccién intracelular de MCP1, cada fenotipo fue caracterizado segun los marcadores de
superficie F4/80°CD11c'CD206 MCP1* (M1 MCP1+) o F4/80°CD11c’CD206"MCP1" (M2
MCP1+) (Figura 25D). El nimero absoluto de macréfagos que predominé en la produccion
intracelular de MCP1 fueron del perfil M2. Con el empleo de ANOVA Il se hallaron
diferencias significativas para el factor tratamiento (F=329.7 p<0.0001), el factor fenotipo
(F=258.7 p<0.0001) y el factor resultante de la interaccion entre ambas variables (F=34,31
p<0.0001). Incrementos significativos en la poblacion M2 MCP1+ y M1 MCP1" fueron

demostrados en el grupo DO+l respecto a DO y DC+l.
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Figura 25. Produccion de MCP1 y caracterizacion del fenotipo de macroéfagos infiltrantes por
citometria de flujo en tejido adiposo visceral a las 12 semanas. (A) Imagen representativa de una
inmunomarcacion para MCP1 en TAV de animales DO+l. Barra de calibracion=50um. Amplificacion
400x. (B) Noumero absoluto de leucocitos infiltrantes. (C) NuUmero absoluto de células
F4/80+CD11c+CD206- (macrofagos perfil M1) y F4/80+CD11c-DC206+ (macrofagos perfil M2). (D)
Nimero absoluto de macrofagos productores de MCP1: F4/80+CD11c+CD206- MCP1+ (M1) vy
F4/80+CD11c-CD206+ (M2). DC (control, barras blancas), DO (barras color gris claro), DO+I (barras
color gris intermedio), DC+I (barra color gris oscuro). *** p < 0.001 por ANOVA | para comparar entre
los grupos (B), *** p < 0.001 por ANOVA Il para comparar el nUmero de M1y M2 (C y D).
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4.1.3. Estudio de la respuesta inflamatoria sistémica en el modelo crénico de obesidad

e infecciéon con T. cruzi

4.1.3.1 Desbalance en la produccion de citocinas y adipocinas

Dado el sinergismo existente entre la dieta y el parasito en la respuesta inflamatoria
local en corazon, aorta, higado y TAV, decidimos estudiar la respuesta inflamatoria
sistémica. En la figura 26 puede observarse el panel de citocinas, MCP1 y adipocinas
cuantificadas por ELISA a las 4, 12 y 24 semanas y analizadas por ANOVA II.

El andlisis de los resultados para IL-6 mostrd diferencias significativas entre los
tratamientos, F=8.185 p=0.0002. El grupo DO presento niveles crecientes de IL-6 desde las
4 a las 24 semanas. S0lo a las 24 semanas se aprecio un incremento significativo respecto
al grupo DC (p<0.05). En el grupo DO+l se reveld una produccién exacerbada de esta
citocina, con diferencias significativas respecto a DO a las 4 y 24 semanas (p<0.01) (Figura
26A). Los niveles de TNFa evidenciaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales (F=4.683 p=0.0076), el tiempo de estudio (F=7.175 p=0.0025) y la
interaccion de ambas variables (F=2.494 p=0.0415). Un incremento significativo de TNFa se
observé en el grupo DO+ respecto a DO en la etapa aguda de la infeccién (p<0.001). Esta
citocina no pareceria tener un papel relevante a nivel sistémico en nuestro modelo crénico
de obesidad e infeccién (Figura 26B).

De modo similar, se encontraron cambios importantes de MCP1 a las 4 semanas. Se
demostraron diferencias significativas debidas al factor tratamiento (F=9.579 p =0.0004),
con incrementos significativos en el grupo DO+l comparado a DO (p<0.001) y DC+l
(p<0.01). A las 12 y 24 semanas no se observaron aumentos significativos en el grupo DO+I
respecto a DO (Figura 26C).

Los niveles de leptina evidenciaron diferencias significativas debidas al factor
tratamiento (F=45.12 p<0.0001), tiempo (F=20.83 p<0.0001) e interaccién (F=12.72
p<0.0001) (Figura 26D). En el grupo DO se hallaron niveles de leptina incrementados
significativamente respecto a DC a las 4, 12 y 24 semanas (p<0.05, p<0.001, p<0.001). El
grupo DO+l mostr6 un aumento en relacibn a DC; sin embargo, sus niveles fueron
significativamente menores a los del grupo DO a las 12 y 24 semanas (p<0.001, p<0.05). No
se hallaron diferencias entre los grupos infectados con T. cruzi (DO+1 y DC+I).

La adiponectina mostré diferencias entre los grupos (F=31.62 p<0.0001). Se
revelé una disminucion significativa en el grupo DO respecto a DC a las 4 semanas (p<0.05)
y niveles similares fueron observados entre ambos grupos a las 12 y 24 semanas. El grupo
DO+, mostrdé una disminucion significativa respecto al grupo DO, a las 12 y 24 semanas

(p<0.01 y p<0.001, respectivamente). La presencia del parésito per se (DC+l) genero la
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Figura 26. Influencia de la dieta y la infeccidn sobre la respuesta inflamatoria sistémica. A las 4, 12 y
24 semanas se cuantificaron por ELISA los niveles plasmaéticos de: (A) IL-6, (B) TNFa, (C) MCP1,
(D) leptina y (E) adiponectina, en todos los grupos. DC (control, barras blancas), DO (grupo
dieta obesogénica, barras gris claro), DO+l (grupo dieta obesogénica+infeccion, barras gris
intermedio), DC+l (grupo infeccién, barras gris oscuro). * p < 0,05 * p <0,01 ** p < 0,001
muestran la comparacién estadistica entre los grupos analizados. n = 6-9 animales por grupo para

cada tiempo.
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4.1.3.2 Proteinas de fase aguda sistémicas

Las citocinas IL-6 y TNFa son capaces de estimular la sintesis hepética de proteinas
de fase aguda (a-1 y a-2) en condiciones inflamatorias. Teniendo en cuenta que ambas
citocinas se encuentran incrementadas en el grupo DO+l en el periodo agudo de la
infeccidn, asi como IL-6 en el grupo DO, decidimos estudiar el perfil de proteinas sistémicas
a las 4 semanas (Figura 27). En la figura 27 podemos ver los perfiles obtenidos en los
grupos experimentales: fracciones albumina, a-1, a-2, B y y (migracién de izquierda a
derecha). Las fracciones a-1 y a-2 representan proteinas inflamatorias de fase aguda en
roedores.

En grupo DO puede observarse un aumento marcado de la fraccion a-2
(macroglobulina) con respecto al grupo DC. Un incremento de las fracciones inflamatorias,
a-1y a-2, fue encontrado en el grupo DO+l comparado a DO. En los grupos infectados con
el parasito (DO+l y DC+l), se hallaron perfiles proteicos similares y un aumento de la

fraccion vy, debido a la respuesta inmune especifica generada ante la infeccién con T. cruzi.

Albumina DC  Albumina DO
(=]
a-1 a-2 B Y
e Eeaiat |
Albufnina DO+l

Figura 27. Perfil de proteinas plasméticas inducido por la dieta y/o infeccién con T. cruzi. Se
observa el perfil de proteinas totales por electroforesis en agarosa y su evaluacion por densitometria
(método automatizado) a las 4 semanas. Se muestran las bandas correspondientes a: albumina,
alpha-1 (a-1), alpha-2 (a-2), beta (B) y gamma (y).



97

4.1.3.3 Efecto de la respuesta inflamatoria sobre la parasitemia y sobrevida de

animales infectados

Posteriormente, nos preguntamos si la exacerbada respuesta inflamatoria observada,
principalmente en el grupo DO+I, podria repercutir de algin modo sobre la parasitemia y
sobrevida de los animales. Para ello, se realizaron curvas de parasitemia durante la etapa
aguda de la infeccidn (4 semanas) y se evalué la sobrevida de los animales a las 4, 12 y 24
semanas. La figura 28A muestra las curvas de parasitemia de los animales DO+l y DC+I.
Los animales infectados con T.cruzi alcanzaron, de manera similar, picos de parasitemia a
los 20 dias post infeccion. No obstante, algunos animales del grupo DO+l mostraron un
segundo pico (méas importante cuantitativamente que el primero) a los 35 dias.

Los animales DO+l presentaron una mayor tasa de mortalidad a los 35 dias
comparado al grupo DC+l; mientras que en la etapa cronica, los animales del grupo DO+
alcanzaron una tasa de sobrevida similar a los del grupo DC+I (Figura 28B).

La figura 28C muestra una imagen representativa del tejido cardiaco de animales
DO+l a los 35 dias post infeccion, donde se aprecia la presencia de nidos de amastigotes y
focos inflamatorios, tipicos de una miocarditis aguda por T. cruzi.
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Figura 28. Curvas de parasitemia y sobrevida de animales infectados con T. cruzi. (A) La
parasitemia fue monitoreada en animales DC+l y DO+l. (B) Estudio de la sobrevida de animales
infectados durante la etapa aguda y crénica. (C) Microfotografia representativa de tejido cardiaco de
animales del grupo DO+l (H&E) a los 35 dias post infeccién. La flecha negra sefiala un nido de
amastigotes; las cabezas de flecha indican la presencia de focos inflamatorios. Barra de
calibracion=40 um. Amplificacién 400x.
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4.2 EFECTO DE LA INFECCION CON Trypanosoma cruzi Y TRATAMIENTO CON
ACIDOS GRASOS EN LA LINEA CELULAR DE ADIPOCITOS 3T3-L1

4.2.1 Efecto de la concentracién de acidos grasos sobre la lipotoxicidad y viabilidad

celular

Los experimentos que nos permitieron abordar los siguientes resultados, fueron
realizados en células adiposas maduras 3T3-L1 sometidas al proceso de diferenciacién (dia
9-14) y estimuladas durante 24 hs: con parasitos de la cepa Tulahuen, Ac.P (C16), Ac.E
(C18), Ac.O (C18) o la combinacion del parasito con un acido graso determinado.

Primero se evalud la viabilidad celular por exclusion con azul de Tripan, luego de 24
hs de tratamiento, mediante el empleo de concentraciones crecientes de acidos grasos. En
la figura 29A se muestra el porcentaje de viabilidad celular de células adiposas controles
(CT) y de células desafiadas con concentraciones de 50, 150 y 250 uM de Ac.P, Ac.E,
Ac.O.

Como puede observarse, la dosis de 50 uM resulté en una viabilidad celular del 92-
98% luego del tratamiento con acidos grasos y por tanto, fue la concentracién utilizada para
todos los experimentos. Imagenes representativas de las células adiposas diferenciadas y
tefiidas con colorante ORO luego del estimulo con acidos grasos 50 uM, se muestran en la
figura 29B. Los resultados de la figura 29C revelan la viabilidad celular luego del
tratamiento por 24 y 48 hs, con &cidos grasos, con T. cruzi y con la combinacion de
acidos grasos + T. cruzi; un menor porcentaje de células viables puede apreciarse a las 48

hs post tratamiento en todos los casos estudiados.
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Figura 29. Andlisis de viabilidad en células diferenciadas 3T3-L1. (A) Luego del estimulo con acido
palmitico (Ac.P), 4cido esteérico (Ac.E) y &cido oleico (Ac.O) en concentraciones crecientes de 50,
150 y 250 uM, comparado con las células sin estimular (control, CT), por 24 hs. (B) Microfotografias
representativas de células adiposas, coloreadas con Oil-red-O (ORO), sin estimular y luego del
estimulo por 24 hs con 50 um de cada acido graso. Barra de calibracion=50 um. Amplificacién 400X.
(C) Viabilidad celular después del estimulo con acidos grasos (Ac.P, Ac.E, Ac.O) y del estimulo
combinado de acidos grasos y T. cruzi (Ac.P+T. cruzi, Ac.E+T.cruzi, Ac.O+T.cruzi) a las 24 y 48
hs. Células sin estimular (CT) y el estimulo del parasito per se también fueron evaluados
(CT+T.cruzi).
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4.2.2 Estudio de la influencia del T. cruzi y acidos grasos sobre la expresion basal y

post estimulo del receptor CD36

La figura 30 muestra los resultados obtenidos al evaluar la expresion del receptor
scavenger CD36 por western blot, a las 24 hs de tratamiento con acidos grasos y con
T. cruzi. Se observo la ausencia de este receptor en las células adiposas controles (CT). El
estimulo con Ac.P y Ac.E no fue capaz de inducir la expresion de CD36, mientras que el
tratamiento con Ac.O, resultd en un ligero incremento de su expresion a las 24 hs.
Notablemente, la presencia del parasito produjo un aumento en la expresion proteica de
CD36, dependiente de la cantidad de parasitos utilizada: a mayor carga parasitaria, mayor
expresion del receptor (1:1 vs. 2:1, célula: parasito). El parésito per se fue un
contribuyente clave en la induccion de este receptor en las células adiposas (CT+T. cruzi vs.
CT), mostrando diferencias significativas en las células que fueron expuestas a T. cruzi,
F=492.9 p<0.0001. EIl tratamiento con &cidos grasos y la interaccion entre ambas variables
mostraron diferencias estadisticas (F=34.04 p<0.0001, F=19.19 p<0.0001).

El test de Bonferroni demostr6 que las células expuestas al parasito (CT+ T. cruzi) en
una relacion 1:1y las células adiposas sometidas conjuntamente al parésito y Ac.P (Ac.P+
T.cruzi), Ac.E (Ac.E+ T.cruzi) o Ac.O (Ac.O+ T.cruzi), indujeron la expresion significativa
de CD36 (p<0.001).
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Figura 30. Expresién del receptor CD36 en células adiposas 3T3-L1. CD36 se evalio por
western blot en lisado de células adiposas diferenciadas y estimuladas por 24 hs con acidos
grasos y T. cruzi en una relacion 2:1 y 1:1 (célula: parasito). Se utiliz6 B-actina como control de
carga. 1 = control (CT), 2 = acido palmitico (Ac.P), 3 = &cido esteérico (Ac.E), 4 = acido oleico
(Ac.0). El grupo de células tratadas con T. cruzi mas acidos grasos fueron comparadas con el
grupo de células tratadas con cada acido graso, respectivamente, mediante ANOVA Il. * p <
0.05 ** p < 0.001. Este experimento es representativo de tres experimentos independientes con
n=2 por grupo.

4.2.3 Estudio de la influencia del T.cruzi y &acidos grasos sobre la respuesta

inflamatoria de la célula adiposa

4.2.3.1 Produccién de citocinas pro-inflamatorias

El panel de citocinas pro-inflamatorias evaluadas en los sobrenadantes celulares
fue el mismo que el analizado en el modelo in vivo por ELISA, a las 24 y 48 hs post
tratamiento (Figura 31). Los resultados por ANOVA Il mostraron diferencias significativas
en los niveles de IL-6 atribuidas al tiempo de tratamiento con parasitos (24 o 48 hs),
F=165.1 p<0.0001 y al tratamiento con &cidos grasos (Ac.P, Ac.E, Ac.O), F=3.968 p=0.0178.
Valores similares fueron hallados en los niveles de IL-6 entre las células controles (CT) y

las estimuladas con los acidos grasos a las 24 hs.
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No se hallaron diferencias significativas entre las células que fueron sometidas al
estimulo con T. cruzi durante 24 hs (CT+ T.cruzi, Ac.P+ T.cruzi, Ac.E+ T.cruzi, Ac.O+
T.cruzi) y las células que recibieron sélo el tratamiento con acidos. Sin embargo, el analisis
revel6 un aumento significativo de IL-6 en las células desafiadas con ambos estimulos
durante 48 hs respecto a las 24 hs (p<0.001) (Figura 31A).

El comportamiento de TNFa result6 diferente, observandose diferencias significativas
debidas al tratamiento con pardsitos (24 o 48hs), F = 46.42 p<0.0001 y a la interaccion
parasito/acido graso (F=3.670 p=0.009). Sin embargo, no se hallaron diferencias debidas al
tratamiento con los &cidos grasos (F=0.2713 p=0.2713). Cuando las células fueron
estimuladas con Ac.P, Ac.E y Ac.O, se encontré un ligero incremento no significativo de
esta citocina por las células adiposas, en relacion a células controles. Contrariamente, la
presencia adicional del parasito en cada grupo de células estimuladas con &cidos grasos,
indujo una disminucién significativa en la produccion de TNFa a las 24 hs de tratamiento
respecto a las células tratadas so6lo con los correspondientes acidos grasos. A las 48 hs, un
incremento significativo fue observado en las células controles tratadas con T. cruzi (CT+
T.cruzi) y en las tratadas con Ac.E o Ac.O y el paréasito (Ac.E+ T.cruzi, Ac.O+ T.cruz),
respecto a los niveles encontrados a las 24 hs para cada condicion. El parasito per se fue
capaz de inducir una secrecion significativa de esta citocina solo a las 48 hs de la infeccion
(Figura 31B).
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Figura 31. Influencia del tratamiento con acidos grasos y T. cruzi sobre la produccién de citocinas
pro-inflamatorias a las 24 y 48 hs: (A) IL-6 y (B) TNFa. Se analizaron células tratadas con acidos
grasos por 24 hs (Ac.P, Ac.E, Ac.O, barras en blanco) respecto a células tratadas con &cidos grasos
+ T. cruzi por 24 hs (barras en rosa) y estas, respecto a células tratadas con &cidos grasos + T. cruzi
por 48 hs (barras en gris). Como control para cada grupo: células sin estimular (CT, barra en
blanco), células tratadas con T. cruzi por 24 hs (barra en rosa) y células tratadas con T. cruzi por 48
hs (barra en gris). ** p < 0.01 *** p < 0.001. n = 5-6 por condicion analizada.
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4.2.3.2 Expresion del factor de transcripcion anti-inflamatorio PPARy

Observando que existe una especie de regulacion de la respuesta inflamatoria en las
células adiposas a las 24 hs de la infeccién con T. cruzi y el tratamiento con &cidos grasos,
evaluamos la expresion del factor de transcripcion PPARy mediante western blot.

ANOVA 1l demostré diferencias significativas para el factor tratamiento con T. cruzi
F=70.95 p<0.0001 y para el factor tratamiento con acidos grasos F=5.271 p=0,0150. La
interaccion entre ambos factores fue de F=6.556 p=0.0029.

Los resultados demostraron la expresion de PPARy en células 3T3-L1 en
condiciones basales (CT). El test de Bonferroni demostré que tanto el estimulo con acidos
grasos y el estimulo conjunto de T. cruzi / acido graso por 48 hs (CT+ T.cruzi, Ac.P+
T.cruzi, Ac.E+ T.cruzi, Ac.O+ T.cruzi), generaron una expresion similar de PPARYy en todas
las células adiposas tratadas (Figura 32). Sélo el tratamiento por 24 hs con T. cruzi / acido
graso revel6 un aumento significativo de la expresion de PPARy respecto a las
restantes condiciones. Este hallazgo podria vincularse a la disminuciéon en la produccion
de citocinas pro-inflamatorias por estas células bajo las mismas condiciones de tratamiento
(Figura 32A, B).
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PPARy < 0.01 ** p < 0.001 por ANOVA
Il. Representativo de uno de tres
B-Actina experimentos independientes.

4.2.4 Efecto de la infeccién con T. cruzi y acidos grasos en la modulacion de

corpusculos lipidicos en la célula adiposa

4.2.4.1 Estudio de corpusculos lipidicos

Los corpusculos lipidicos de la célula adiposa son diferentes a los que se encuentran
en otros tipos celulares debido a su tamafio, a su distintiva composicion proteica y a la
capacidad de someterse a cambios dindmicos de acuerdo al microambiente al que la célula
esté expuesta. Para estudiar la repercusion de la presencia del T. cruzi y los acidos
grasos sobre la estructura de los corpusculos lipidicos, evaluamos mediante tinciéon con
Bodipy células controles, tratadas con T. cruzi y T. cruzi + 4cidos grasos, a las 24 hs.

La figura 33 muestra imagenes representativas de los corpusculos lipidicos en
células adiposas diferenciadas en las siguientes condiciones: sin estimular (CT), estimuladas
con T. cruzi (CT+T. cruzi), estimuladas con cada acido graso ensayado (Ac.P, Ac.E, Ac.O) y
estimuladas con la combinacion de T. cruzi y 4cidos grasos (Ac.P+ T. cruzi, Ac.E+ T. cruzi,
Ac.O+ T. cruz).

Como puede observarse, la presencia de &cidos grasos indujo un aumento en el

tamafio de los corpusculos lipidicos respecto a células controles. Contrariamente, todos los
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grupos de células que fueron tratadas con el parasito, mostraron una disminucién en el
tamano de estas organelas.

A
CT + T cruzi

Ac.P + T. cruzi

Ac.E + T cruzi

Ac.0 + T cruzi

Figura 33. Tinciébn de corpusculos lipidicos con Bodipy (verde). Las imagenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia son representativas de células tratadas con acidos grasos (Ac.P, Ac.E,
Ac.O) y &cidos grasos mas T. cruzi (Ac.P+T.cruzi, Ac.E+T.cruzi, A c.O+T.cruzi) por 24 hs.
Células sin estimular (controles, CT) vy estimuladas s6lo con T. cruzi (CT+T.cruzi), también

fueron analizadas. Barra de calibracion=50um. Amplificacién 600x.
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Posteriormente, cuantificamos la extraccion de lipidos neutros en las diferentes
condiciones experimentales. Los resultados mostraron la reduccion en la densidad
Optica y por ende de la cantidad de lipidos neutros extraidos, en las células estimuladas con
T. cruzi. Los diferentes tratamientos con acidos grasos (saturados e insaturado) no
demostraron diferencias estadisticas por ANOVA Il (F = 0.9897 P = 0.4287). Sin embrago, si
se hallaron diferencias estadisticas entre las células que fueron tratadas con el parasito y

las no expuestas a este agente infeccioso, F = 32.66 P < 0.0001 (Figura 34).
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Figura 34. Cuantificacion de lipidos neutros por extraccion de Oil-red-O. Se obtuvieron las
densidades Opticas (O.D) a 490 nm de células controles (CT) y estimuladas durante 24 hs con
acidos grasos (Ac.P, Ac.E, Ac.0O), con T. cruzi (CT c/T.cruzi) y acidos grasos + T. cruzi (Ac.P c/
T.cruzi, Ac.E c/ T.cruzi, Ac.O c/ T.cruzi). Este experimento es representativo de tres experimentos
independientes con n=3 por grupo. ns, no significativo por ANOVA Il (p > 0.05).

En la figura 35 observamos imagenes representativas obtenidas por microscopia
confocal de células diferenciadas y tratadas con Ac.P, Ac.E, Ac.O y T. cruzi, marcadas con
Bodipy y DAPI, para localizar nucleos celulares y parasitos infectantes. Puede observarse
la presencia de amastigotes de T. cruzi alrededor de corpulsculos lipidicos con un

aparente proceso de lipdlisis.
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Ac.P + T. cruzi

Ac.E + T cruzi

Ac.O + T cruzi

Figura 35. Influencia de la presencia de T. cruzi sobre los corpusculos lipidicos en células
adiposas. Imagenes representativas obtenidas por microscopia confocal de adipocitos
diferenciados y tratados con Ac.P+T.cruzi, Ac.E+T.cruzi y Ac.O+T.cruzi. Las células fueron
marcadas con Bodipy (verde) para la observacién de corpusculos lipidicos y DAPI (en rojo) para la
visualizacion de nucleos celulares y amastigotes de T. cruzi. Barra de calibracion=50 pm. Aumento
600x.
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4.2.4.2 Expresion de ADRP en células adiposas

Andlisis proteémicos han demostrado la presencia de ADRP en adipocitos
estimulados lipolitcamente, no asi en condiciones basales, sugiriendo el compromiso de
ADRP en el proceso lipolitico de estas células. Esto nos condujo al estudio de su expresion
proteica en estas células (Figura 36).

El andlisis por western blot demostré una baja expresion de ADRP en condiciones
basales (CT). Sin embargo, el estimulo con los 4cidos grasos mostré un importante aumento
de ADRP en la célula adiposa. La presencia del T. cruzi no resulté en un incremento
exacerbado respecto al dado por los acidos grasos per se. No obstante, se demostré que la
sola presencia del parasito (CT+ T. cruzi) fue capaz de inducir una fuerte expresion de
ADRP. Mediante ANOVA I, el factor tratamiento con acidos grasos no permitié
comprobar diferencias significativas entre los valores cuantificados por densidad Optica
(ADRP/ B- Actina), F=2.692 p=0.1168. Sin embargo, hubo diferencias significativas entre
los grupos (CT, Ac.P, Ac.E, Ac.O) debidos al factor tratamiento con T. cruzi, F=17.14
p=0.0033. EI test de Bonferroni, sin embargo, no reveld diferencias significativas entre los
grupos experimentales comparados entre si: CT vs. CT+T.cruzi; Ac.P vs. Ac.P+T.cruzi; Ac.E
vs. Ac.E+T.cruzi; Ac.O vs. Ac.O+T.cruzi.

3 - (Veh)
@@ + T.cruzi (24hs)
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Figura 36. Expresion de ADRP en células adiposas 3T3-L1. Analisis por western blot de células
adiposas estimuladas con acidos grasos y T. cruzi por 24 hs. Se utilizé B-actina como control de
carga. 1 = control (CT), 2 = acido palmitico (Ac.P), 3 = acido estearico (Ac.E), 4 = acido oleico
(Ac.O). El grupo de células tratadas con T. cruzi més &cidos grasos fueron comparadas con el
grupo de células tratadas con cada acido graso (24 hs). Resultado representativo de uno de tres
experimentos independientes.
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4.2.4.3 Estudios preliminares sobre la expresion de ADRP y PPARy en preadipocitos
3T3-L1

Para evaluar si las células pre-adiposas 3T3-L1 expresaban constitutivamente
ADRP en sus corpusculos lipidicos, como sucede con otros tipos celulares tales como
macrofagos, decidimos realizar mediante western blot el andlisis de ADRP en
preadipocitos, a las 48 hs. Asimismo, analizamos la expresiéon de PPARy como factor de
transcripcién involucrado en la adipogenesis y diferenciacion de preadipocitos a células
adiposas (Figura 37).

La figura 37 demostré que los corpusculos lipidicos de preadipocitos carecen de
ADRP en condiciones basales (CT). El estimulo con T. cruzi (1:1) revel6 una induccion de
ADRP en estas células luego de 24 hs. Por otra parte, la adicién de Ac.P, no fue capaz de
inducir su expresion; mientras que, la presencia conjunta de T. cruzi + Ac.P gener6 un
aumento de ADRP en preadipocitos. Del mismo modo, el estimulo con Ac.E demostro
una ligera induccion de ADRP y la combinacion de T. cruzi + Ac.E resulté en un
incremento marcado de esta proteina. EI Ac.O indujo el mayor aumento en la expresion
proteica de ADRP en corpusculos lipidicos de células pre-adiposas a las 24 hs. La presencia
concomitante de T. cruzi + Ac.O, también revel6 una importante induccion en la expresion de
dicha proteina.

Los resultados mostraron que los preadipocitos carecen de expresion constitutiva de
PPARy en condiciones basales (CT) y que el estimulo con Ac.P, Ac.E o0 Ac.O no fue capaz
de inducirla. Sin embargo, el estimulo con T. cruzi demostrd la induccion de PPARy en
estas células y la presencia conjunta de T. cruzi + acidos grasos también result6 en el

aumento de esta expresion.
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Figura 37. Analisis de la expresién de ADRP y PPARy en preadipocitos 3T3-L1 por western blot,
luego del estimulo con acidos grasos (barras blancas) y acidos grasos mas T. cruzi (barras grises) por
24 hs. Se utilizé6 B-actina como control de carga. Los graficos son el resultado de un Gnico
experimento, por lo que se muestran sélo las medias y es considerado un resultado preliminar. CT,
control; Ac.P, acido palmitico; Ac.E, acido esteérico; Ac.O, acido oleico; veh, vehiculo.
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5. DISCUSION

La prevalencia de la obesidad contintda creciendo de manera abrupta a nivel mundial.
Esto hace imperativo la necesidad de desarrollar modelos animales que compartan
caracteristicas con la obesidad y sus co-morbilidades en humanos [158] y que conformen, a
su vez, plataformas de utilidad para el estudio de los mecanismos patogénicos involucrados
en su genésis, como asi también, para la implementacion de potenciales tratamientos
terapéuticos tendientes a minimizar y/o contrarrestar sus consecuencias.

En este sentido, el conjunto de alteraciones metabdlicas que acompafa a la
obesidad ha sido extensamente estudiado a través del uso de modelos clasicos de obesidad
inducidos por dietas con alto contenido graso (HFD), las que varian entre un 40-65%, o
mediante modelos animales modificados genéticamente [151]. Respecto a estos ultimos, los
mas utilizados son los ratones deficientes en leptina ob/ob, ratones deficientes en el receptor
de leptina db/db y las ratas Zucker con mutaciones en el receptor de leptina.

Debido al hecho de que la exposicion sostenida de fructosa conlleva al desarrollo de
desérdenes metabolicos tales como hipertrigliceridemia, esteatosis hepatica y acumulacion
de TAV, los modelos animales sometidos a la administraciéon de una ingesta elevada de
fructosa diaria, entre un 15 a un 30%, han sido ampliamente utilizados. Sin embargo, si la
fructosa consumida en una cantidad baja o0 moderada tiene efectos deletéreos sobre estos
procesos, aun no ha sido demostrado [171, 172]. Existe evidencia que avala la capacidad
de la STZ, administrada en dosis altas, para inducir modelos animales de DM1, en
ratas o ratones inyectados por via intraperitoneal [66, 172] y de demencia, cuando son
inyectados via intracerebroventricular [173].

En nuestro trabajo, demostramos que la alimentacién con una dieta moderada en
grasas y concentraciones bajas de fructosa en el agua de bebida, combinados con una
dosis minima de STZ, resultan en el desarrollo de un modelo experimental de obesidad
inducido por dieta. En este modelo, mostramos la induccién de IR (Figura 13) y progresion
a DM2, dislipemia (Figura 14), hiperleptinemia y resistencia a la accion de leptina (Figura
26), alteraciones cardiovasculares (Figura 15) y esteatosis hepética simple (Figura 18). Esta
constelacion de desordenes metabdlicos son compatibles con las caracteristicas bioquimico-
clinicas de un sindrome metabdlico. En nuestro modelo, la dosis empleada de STZ tuvo por
objeto generar una destruccion selectiva y parcial de las células B pancreaticas y de este
modo, favorecer la progresion hacia DM2.

En este marco, consideramos que este modelo proporcionaria una plataforma de
utilidad para describir las formas no extremas de obesidad y progresion a diabetes, asi como
también, las anormalidades metabdlicas que dominan el campo clinico en la actualidad.

Nuestro modelo cronico de obesidad mostr6 un aumento de los parametros

morfométricos evaluados: peso corporal, didmetro de cintura e IMC (Figura 10). Como
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podemos observar, el tratamiento obesogénico indujo cambios significativos respecto al
tratamiento control a las 12 y 24 semanas. Cabe destacar, que dichos incrementos
fueron atribuidos principalmente a la composicion de la dieta grasa administrada
ya que no observamos diferencias apreciables entre las cantidades consumidas por los
animales (dieta estandar vs. dieta grasa) a las 12 y 24 semanas. El incremento del
diametro de cintura demostrado en el grupo DO, con predominio de adiposidad visceral y
desarrollo de obesidad central (Figura 10), es compatible a lo que ocurre en humanos. Esto
podria vincularse con la mayor prevalencia de los pacientes con obesidad androide de
padecer riesgo metabdlico y cardiovascular [39]. Esto se reflejé en un aumento significativo
del contenido del TAV a las 12 y 24 semanas en los animales DO, comparado al grupo
control (DC).

La patogénesis de la enfermedad de Chagas ha sido ampliamente asociada a la
desregulacion metabdlica. Al respecto, modelos murinos de diabetes inducidos con
drogas (STZ) y/o genéticos (db/db), mostraron una mayor parasitemia y mortalidad luego de
la infeccién con T. cruzi, sugiriendo que la desregulacién metabdlica seria beneficiosa para
la invasion del parasito en el huésped [137].

Nuestros resultados demostraron que la presencia del T. cruzi, en un contexto
nutricional compatible con el desarrollo de obesidad e IR, produjo una mejora de los
parametros morfométricos en la etapa aguda y crénica. Esto significa que el peso corporal,
el diametro de cintura, la cantidad de TAV y el IMC presentaron valores significativamente
menores, respecto al grupo DO, a pesar de estar sometidos al mismo contexto nutricional
(Figura 10). Estos resultados podrian relacionarse al hecho de suponer que el parasito
utilizaria el exceso de nutrientes del huésped para favorecer su propia proliferacion vy
supervivencia [137]. En concordancia con nuestras observaciones, Nagajyothi y col.
(2012) demostraron que la infeccién con T. cruzi (5x10* tripomastigotes) en ratones CD-1
resultdé en la disminucién del contenido graso corporal, atribuible al aumento de lipasas del
TA de los animales infectados [147].

La participacion del receptor TLR4 en la patogénesis de diferentes
desordenes metabdlicos, ha sido ampliamente documentada [21, 33]. Por su parte, el
compromiso de los TLR en la infecciéon con T. cruzi, principalmente TLR2, también ha sido
ampliamente evidenciado; de hecho, animales deficientes en estos receptores presentan
una mayor parasitemia y mortalidad [146].

Teniendo en cuenta estas consideraciones, nuestro modelo de obesidad e infeccién
fue desarrollado en animales deficientes para TLR4 (TLR4-/-) con la finalidad de comprobar
la importancia dada por la sefializacibn de este receptor en nuestras condiciones
experimentales.

Los resultados mostraron que la ausencia de TLR4 protegié a los animales

sometidos a la dieta obesogénica (DO-/-) del incremento de peso corporal a las 4 y 12
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semanas respecto a los grupos DC-/- y DO+I-/-. De manera interesante, observamos que la
sefalizacién dada por TLR4 participa en la induccion de obesidad visceral en los animales
WT (Figuras 12 vs. 10).

Llamativamente, los grupos DO-/- y DO+I-/- mostraron un aumento del contenido
de TAV alas 12y 24 semanas, a diferencia de lo observado en los animales salvajes
(wild type, WT), en los cuales dicho aumento s6lo pudo ser evidenciado en ratones DO.
Es interesante destacar que dos factores podrian contribuir a este fenémeno: por un lado,
la administracion continua de fructosa, ya que este azlcar aumenta el depésito de grasa
central y por el otro, la ausencia de la respuesta inflamatoria mediada por TLR4, que
podria resultar en una tasa disminuida de lipdlisis tisular y un consecuente aumento de
TAV. Debido a que la fructosa es administrada en ambos modelos WT y TLR4-/-,
hipotetizamos que seria principalmente la ausencia de TLR4, la que estaria marcando esta
diferencia.

Es ampliamente conocido que un flujo de fructosa alto es capaz de producir
disturbios en el metabolismo hepatico de glucosa y contribuir al aumento de la sintesis de
novo de triglicéridos, llevando a insulino resistencia hepatica y al desarrollo de NAFLD, en
humanos y animales [28, 29]. Enfatizamos que en nuestro modelo, la administracion de una
concentracién baja de fructosa, fue capaz de inducir IR -evidenciada por el incremento del
indice HOMA-IR- a partir de las 12 semanas de tratamiento (Figura 13C). En relacion,
observamos una homeostasis de glucosa alterada a nivel sistémico, caracterizada por
hiperglucemia a partir de las 4 semanas, en comparacion a los animales controles (DC).
A nivel hepatico, reportamos un aumento significativo en el contenido lipidico a las 12
semanas, compatible con el desarrollo de esteatosis hepatica en estos animales, en
concordancia con la IR demostrada a ese tiempo (Figura 18). En este contexto cabe
mencionar, que la insulino resistencia ha sido propuesta como uno de los principales
mecanismos patogénicos involucrados en el desarrollo de NAFLD, con el aporte de
evidencias a nivel humano y experimental [25, 26].

Por otro lado, se pudo observar que la presencia concomitante del parasito y de un
estatus nutricional obesogénico, resulté en hiperinsulinemia compensatoria e insulino
resistencia periférica agudas capaces de regular la homeostasis de la glucosa, manteniendo
normales sus niveles a las 4 semanas; mientras que, durante la etapa cronica de la
infeccion, se pudo evidenciar una produccién de insulina menor, que resulté insuficiente
para regular los niveles de glucemia (Figura 13). Esto reflejaria un probable desarrollo
de diabetes, relacionada a la persistencia del parasito en el huésped, similar a lo sugerido
por otros autores en un modelo de infeccion con T. cruzi (cepa Brazil) en animales CD-1
[174]. En un trabajo reciente de Nagajyothi y col. (2012), se report6 un aumento del
parasitismo en las células B del pancreas de animales CD-1, encontrandose valores

disminuidos de insulina durante las fases aguda y cronica de la infeccion con T. cruzi (cepa
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Brazil) [174]. Este fendbmeno podria explicar, al menos en parte, la hipoinsulinemia
observada en nuestro modelo de infeccidén y obesidad a las 12 y 24 semanas de tratamiento.
Nuestros hallazgos no son coincidentes con lo reportado por este grupo a las 4 semanas, lo
gue podria ser consecuencia de la exacerbada respuesta inflamatoria, que se gatilla
durante la etapa aguda de la infeccion (Figura 26), ademas de las evidentes diferencias
entre los modelos experimentales utilizados. Si bien, la infeccidn cronica con T. cruzi resulté
en una disminucién significativa de obesidad central y de esteatosis hepatica, un fuerte
aumento en el infiltrado celular en TAV e higado (Figuras 21 y 18), asi como un aumento en
los niveles sistémicos de transaminasas (Figura 19), fueron apreciados a las 12 semanas en
comparacion con el grupo DO. Es de interés mencionar, que los niveles elevados de la
transaminasa ALT reflejan, principalmente, dafio funcional hepatico. En relacién, en un
trabajo publicado por nuestro laboratorio en un modelo de sobrepeso e infeccion con
T. cruzi, reportamos que el parasito seria un factor de riesgo potencial para el desarrollo de
NASH, ya que disminuye la esteatosis pero incrementa la inflamacion y el estrés oxidativo a
nivel local [157].

Recientemente, se reportdé una evidente relacion entre la disfuncion de las células
pancreaticas y la inflamaciéon mediada a través de la via FFA-TLR4/ MyD88 [175]. En este
contexto, nuestros resultados mostraron que la ausencia de sefializacion de TLR4 produjo
un efecto beneficioso sobre el metabolismo de glicidos vy lipidos a nivel sistémico en todos
los grupos comparado a los WT (Figuras 17 vs. 14). No obstante, la ausencia de este
receptor no fue capaz de proteger a los animales DO del acumulo ectépico de lipidos en
higado, aunque si del dafio funcional a los animales DO+I, a diferencia de lo observado en
los animales WT (Figuras 20 vs. 19).

La bibliografia ha demostrado ampliamente que la deficiencia de este receptor
protege a los animales de la IR y reduce la acumulacion de TAV, la esteatosis
hepatica y la inflamacion vascular después de la administracion de una HFD [21, 157,
176]. Nuevamente, en nuestro modelo, la fructosa pareceria jugar un papel clave en este
proceso. Avalando esta hipétesis, resultados de nuestro laboratorio, demostraron
recientemente la proteccion del desarrollo de NASH, conferida por la ausencia de TLR4 en
un modelo de sobrepeso (14% grasas) e infeccion con T. cruzi [157].

Mediante la cuantificacién sistémica de triglicéridos y colesterol total se pudo evaluar
el metabolismo de lipidos y encontramos que este modelo crénico de obesidad desarrollo
una dislipidemia mixta, reflejada por incrementos significativos de ambos pardmetros a las
24 semanas (Figura 14). Este fendmeno se acompafié de alteraciones cardiovasculares
detectadas a partir de las 12 semanas. Se encontraron lipidos ectopicos acumulados a
nivel cardiaco (intramiocardio), consistentes con esteatosis cardiaca y en aorta, una
hipertrofia de las células adiposas adventiciales y disturbios en la arquitectura plana normal

del endotelio vascular (Figuras 15y 16).
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Recientemente, Noyes y col. (2014) han resaltado la importancia de la acumulacion
de lipidos y FFA intramiocardicos como factores involucrados en el desarrollo de esteatosis
cardiaca en humanos [36]. De manera interesante, nuestro modelo se asemeja a lo que
ocurre con las co-morbilidades asociadas a la obesidad en humanos.

La presencia del parasito en este contexto mejoro la dislipemia sistémica y disminuy6
el contenido lipidico en corazén y aorta; sin embargo, observamos la presencia de focos
inflamatorios dispersos a nivel tisular, reflejando un aumento en la respuesta inflamatoria
local (Figuras 14-16). En este contexto, la mejora en la dislipemia producida por la presencia
del agente infeccioso podria estar relacionada al hecho de que el parasito tiene una
magquinaria metabolica de lipidos de novo incompleta y necesita incorporar los lipidos del
huésped para satisfacer sus propios requerimientos [177].

Debido a que la hipercolesterolemia, la inflamacién y la infeccion son factores de
riesgo pro-aterogénicos [35, 38], evaluamos los niveles sistémicos de la apoB100, molécula
constitutiva de las LDL, junto al perfil lipoproteico a las 24 semanas.

Llamativamente, los grupos sometidos a la dieta obesogénica, DO y DO+,
presentaron valores incrementados de apoB100 acompafiados de un aumento de LDL y
disminucion de HDL -reflejando un perfil lipoproteico alterado- respecto a los grupos
controles (Figura 14). Los niveles aumentados de esta apolipoproteina son sugestivos de la
presencia de las lipoproteinas pro-aterogénicas conocidas como LDL pequefias y densas
(fenotipo B), las cuales pueden atravesar el endotelio vascular con facilidad y ser
oxidadas a nivel subendotelial, contribuyendo al inicio del proceso ateroesclerético [178,
179].

Resulta interesante destacar que el pardsito per se pareceria ser un factor de
riesgo pro-aterogénico, ya que el grupo de animales infectados con T. cruzi vy
alimentados con dieta estandar (DC+l), no s6lo mostraron un incremento de apoB100 y perfil
lipoproteico alterado (fenotipo B), sino también, una fuerte respuesta inflamatoria a nivel
vascular. Estos resultados nos permiten postular que el T. cruzi seria un factor pro-
aterogénico indirecto a través de la respuesta inflamatoria exacerbada que
desencadena en el huésped. Sin embargo, no deberiamos descartar la posibilidad de
gue el parasito pueda tener un efecto directo debido a la colonizacion de la aorta de
los animales infectados.

Nuestros hallazgos son compatibles con los reportados por Sunnemark y col.
(2000) en condiciones experimentales diferentes a las nuestras, en ratones CBA/J
(resistentes a la ateroesclerosis) alimentados con dieta rica en colesterol e infectados
con T. cruzi a las 12 semanas [37]. Es importante tener presente que el T. cruzi tiene una
alta afinidad por las lipoproteinas/ colesterol y que depende de los lipidos del huésped para
su invasion y sobrevida, fendmeno que ha sido demostrado recientemente por Johndrow y
col. (2014) [180].
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De manera interesante, la presencia de TLR4 contribuiria al proceso inflamatorio y al
aumento de la apoB100, ya que se observa un aumento de sus niveles en animales WT
comparados a los TLR4-/- (Figuras 14 vs. 17). Esto permitiria especular, al menos en parte,
el compromiso de este receptor en la patogénesis inflamatoria de la ateroesclerosis [32,
181].

La expansion del TA durante la obesidad es posible debido a los fenébmenos
de hipertrofia e hiperplasia de las células adiposas y a la capacidad de dichas células para
almacenar grandes cantidades de lipidos en forma de triglicéridos en sus respectivos
corpusculos lipidicos. El tejido graso, ha sido sefialado como un reservorio de diversos
microorganismos, entre los mas estudiados, bacterias y virus. Previamente, se ha reportado
que el T. cruzi presenta un tropismo diferencial por el TA, entre otros tejidos como el
cardiaco y que este constituye un tejido blanco temprano y un reservorio crénico durante la
infeccion con el parasito [138, 147].

La lipdlisis del TA constituye una caracteristica clave de la infeccion aguda con
T. cruzi y se conoce, a su vez, que la lipdlisis altera la homeostasis lipidica [147].

En nuestro modelo de obesidad, los resultados muestran alteraciones en la
histomorfologia normal del TA, caracterizadas por la hipertrofia de las células adiposas y la
formacion de CLS —lesiones tipicas del TA obeso disfuncional- respecto a nuestro grupo
control (DC), a partir de las 12 semanas (Figura 21). Por otro lado, demostramos que la
presencia adicional del pardsito en este ambiente nutricional, disminuye el tamafio de la
célula adiposa e incrementa el infiltrado celular del TA, reforzando lo reportado por otros
trabajos [138, 147]. La presencia de CLS en el TA de los animales infectados, DO+l y DC+l,
es un fendmeno relevante no demostrado hasta el momento.

Es conocida la participacién del TLR2 en el reconocimiento de diferentes antigenos
del T. cruzi, como la mucina GPI y la proteina parasitaria Rab-5 [141, 142]. En un estudio
in vitro llevado a cabo en adipocitos 3T3-L1, la infeccibn con T. cruzi (cepa
Tulahuen) indujo el aumento génico de TLR2 y TLR9 a las 48 y 96 hs post
tratamiento [139]. Asimismo, se demostré6 en un modelo in vivo que la infeccion aguda
con T. cruzi (cepa Brazil) fue capaz de generar un aumento del ARNm de TLR2 y TLR9 en
el TA blanco de los animales infectados [147].

Mediante estudios de inmunofluorescencia directa y western blot, evaluamos la
expresion proteica de TLR2 en el TA de animales infectados durante la etapa cronica.
Un aumento en la expresion local de este receptor fue observado en ambos grupos
infectados a las 24 semanas, siendo significativamente mayor en el grupo DO+l respecto al
grupo DC+l y en DC+l comparado al grupo DC (Figura 22). Este fenébmeno daria cuenta de
un sinergismo existente debido a la presencia simultdnea del estimulo nutricional que

generaria sefiales de dafio (DAMPS) y del estimulo infeccioso (PAMPS).
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Dentro de los receptores de la inmunidad innata, el receptor scavenger CD36 se
caracteriza por reconocer un amplio espectro de ligandos, incluidas las LDLox y los
FFA, incrementados de manera importante en diversos desérdenes metabdlicos. De hecho,
CD36 se activa en situaciones de hiperglucemia como la que ocurre en la obesidad, IR/ DM2
y es ampliamente reconocida su participacibn en el inicio y progresion de la
ateroesclerosis [39]. Su compromiso como primera linea de defensa ante la infeccion
parasitaria con T. cruzi ha sido poco estudiado hasta el momento, aunque el reciente
rol de CD36 vinculado a la migracion de células fagocitarias hacia el TA obeso [124],
podria sugerir su participacion en el reclutamiento de macrofagos hacia el TA infectado.

Nuestros resultados mostraron un aumento de CD36 en el TAV de los animales
sometidos a nuestro tratamiento nutricional mas STZ (DO y DO+l) respecto a los animales
controles a las 24 semanas. De manera interesante, la mera infecciébn con T. cruzi no
involucrd la participacion de este receptor en TAV ya que los animales DC+l no fueron
capaces de inducir un aumento de CD36, a diferencia de los animales DO+I (Figura 23).
Sin dudas, la desregulacién metabdlica desencadenada por la dieta y la presencia conjunta
de la dieta y el parasito, estaria jugando un papel clave en el compromiso de este receptor
en el TAV.

Es probable que el predominio plasmatico de acido palmitico detectado en los
animales DO y DO+l por cromatografia gaseosa y la presencia de LDL pequefias y densas
(fenotipo B) observada en estos animales, podrian explicar el compromiso de CD36 a las 24
semanas.

El estrés oxidativo es otro mecanismo crucial en el desarrollo de IR, DM2 vy
ateroesclerosis, asociados a la obesidad [48]. Sin embargo, no es conocido el desbalance
de los ROS en la interrelacion entre el TA disfuncional obeso y la infeccion. De hecho, en
un estado de obesidad los marcadores de estrés oxidativo se encuentran incrementados;
aunqgue, hasta el momento, ningun estudio ha sido focalizado en el analisis del TA obtenido
de animales infectados con T. cruzi y sometidos a un estatus nutricional calérico como el de
la obesidad aqui descripto.

Por ello, evaluamos el efecto de la dieta y la infeccion con T. cruzi sobre la
peroxidacion lipidica en el TAV, mediante la cuantificacion del producto tardio MDA.
Demostramos que nuestro modelo de obesidad no fue capaz de inducir, al menos de
manera significativa, peroxidacion lipidica en el TA obeso a las 24 semanas.
Alternativamente, la presencia adicional del parasito resulté en un aumento significativo de
los niveles de MDA, respecto a los grupos DO y DC+l (Figura 24). Teniendo en cuenta
que ni la infeccién, ni la dieta per se fueron capaces de reflejar un estado oxidativo a
nivel lipidico, podemos suponer que la combinacion de diversos estimulos inflamatorios
cronicos prevenientes de la carga nutricional y de la infeccion, serian los responsables de

este fendmeno oxidativo observado en el TA.
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Wen y col. (2014) demostraron el aumento de marcadores de estrés oxidativo en
el TA de animales CD-1 infectados con T. cruzi (5x10% cepa Brazil) a los 15, 30 y 130
dias post infeccién [48]. Las discrepancias con nuestros resultados podrian atribuirse a los
tiempos estudiados (15, 30 y 130 dias vs. 24 semanas), la susceptibilidad de los animales
utilizados (CD-1 vs. C57BL/6) y/o la cepa y cantidades de parasitos empleadas (Brazil vs.
Tulahuen; 5x10* vs 500 tripomastigotes).

La respuesta patogénica que se desencadena en la obesidad ha sido atribuida, en
gran medida, a la disfuncion del TA. La consecuente secrecién de un variado panel de
adipocinas, da inicio a una serie de eventos pro-inflamatorios y oxidativos, que involucran la
participacion e interaccion entre receptores y células del sistema inmune. Estos procesos
comprenden una coordinada interaccion entre varios tipos celulares gue componen la
fraccion estromal del TA (SVF) y entre ellos, los macréfagos han sido foco de numerosos
estudios debido a su acumulacion progresiva durante la expansion del TA obeso [89, 98].

Diversos tabajos han intentado caracterizar los macréfagos del TA (ATM) de acuerdo
al sistema M1 vs. M2 [47]. A pesar que el consenso general en el area es que la obesidad
induce la polarizaciéon de M® de tipo M2 —predominantes en el TA delgado- a M® de tipo
M1 —predominantes en el tejido inflamado [49, 89, 101], diversas lineas de investigacion
han demostrado, recientemente, una polarizacion prevalente y dindmica hacia el fenotipo
M2 durante la obesidad, tanto en animales como en humanos [104, 105].

Existen escasos estudios que han evaluado el infiltrado de ATM durante la infeccién
con T. cruzi: uno reportando el aumento de RNAm de macréfagos F4/80+ en el TA de
animales CD-1 a los 15 dias de la infeccion con el parasito (cepa Brazil) [147], otro
mostrando que dicho incremento no resultd exacerbado en animales db/db infectados [182]
y por ultimo, Combs y col. (2005) demostrando el incremento de células F4/80+ en TA
epididimal de animales CD-1 por inmunohistoquimica [138]. Sin embargo, no existen
reportes que demuestren el tipo de polarizacibn que predomina entre los M® que
infiltran el TA durante la infeccion con T. cruzi y menos audn, en un contexto caldrico
excesivo como el de la obesidad.

Nuestros resultados mostraron un incremento significativo del nimero de leucocitos
en TAV de todos los grupos comparados con DC, a las 12 semanas. Cabe destacar que la
mayor infiltracion celular fue observada en el TAV del grupo DO+I, respecto a los grupos DO
y DC+l, debido probablemente a la presencia de estimulos simultaneos provenientes de la
infeccibn parasitaria y la desregulacion metabdlica (Figura 25). Entre los leucocitos
detectados, comprobamos que el fenotipo de macréfagos predominante, en todos los
grupos, fue de tipo M2 (F4/80+ CD206+ CD11c-). Nuevamente, observamos que el
grupo DO+l evidenci6é el mayor aumento en el namero de ATM. En contraposicion,
encontramos un escaso numero de macrofagos con fenotipo M1 (F4/80+CD206-CD11c+) en

todos las condiciones experimentales analizadas (Figura 25), a diferencia de lo publicado
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previamente por nuestro grupo a nivel hepatico en un modelo de sobrepeso e infeccién con
T. cruzi [157].

Este comportamiento peculiar de los M® en el TAV en nuestro modelo de
obesidad e infeccién, podria ser consecuencia de: i) una disminucién en el nimero de M®
M1 durante la eliminacion del parasito intracelular; ii) la proliferacion de M® M2 con la
finalidad de mantener la homeostasis tisular y promover la sobrevida del pardsito; iii) la
reportada capacidad de los M® M2 de secretar citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas
dependiendo del ambiente en el que se encuentren [98].

Entre las quimiocinas producidas por el TA, MCP1 y su receptor CCRZ2,
desempeiian un papel relevante en el reclutamiento de monocitos/M® durante la obesidad,
insulino resistencia y DM2 [14, 98]. Por citometria de flujo evaluamos la produccion
intracelular de MCP1 en macréfagos F4/80+ de la SFV y encontramos que la mayor
cantidad de esta quimiocina proviene de M® M2, en todos los grupos. Resulta interesante
destacar el incremento significativo de MCP1 observado en el grupo DO+l respecto a DO y
DC+l, coincidente con el aumento del nimero de M® en este grupo a las 12 semanas. Del
mismo modo, aunque en menor cantidad, mostramos que el nimero absoluto de M® M1
que contribuyen con la produccion de esta quimiocina, es significativo en los animales DO+I
en relacion a DO y DC+l (Figura 25).

El incremento local de MCP1 fue observado en las CLS del TAV de animales DO+,
acompafiado de un aumento significativo a nivel sistémico, a las 4 semanas (Figuras 25y
26). En este sentido, si bien se ha reportado que la mayoria de los M® que se encuentran
alrededor de adipocitos muertos (CLS) son del tipo M1 [97], Kraakman y col. (2014)
revelaron que los M® M2 pueden proliferar dentro de las CLS con la finalidad de remodelar
el tejido dafiado [98].

Considerando el sinergismo existente entre la dieta y el parasito en la respuesta
inflamatoria local en corazén, aorta, higado y TAV, decidimos evaluar la respuesta
inflamatoria sistémica. Entre las citocinas pro-inflamatorias analizadas, encontramos a las 4
semanas, incrementos significativos en la produccién de IL-6 en los grupos infectados DO+I
y DC+l comparado a los grupos DO y DC, respectivamente. En relacién al grupo DCHI,
Combs y col. (2005) reportaron un comportamiento similar en ratones CD-1 infectados
con T. cruzi (cepa Brazil), hallando niveles elevados de IL-6 y MCP1 a los 15 y 30 dias
post infeccion [138]. A las 24 semanas, s6lo los grupos que recibieron el tratamiento
obesogénico, DO y DO+l, evidenciaron un aumento marcado de IL-6, siendo
significativo en el grupo DO+l respecto a DO y DC+l. Esto revelaria, en cierta forma, el
sinergismo existente entre ambas patologias inflamatorias crénicas: la obesidad y la
enfermedad de Chagas (Figura 26).

Asimismo, encontramos un aumento significativo en los niveles sistémicos de TNFa

en la etapa aguda de la infeccién con T. cruzi en los animales DO+l respecto a los animales
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DO y DC+l. Este incremento, observado sélo en el grupo infectado DO+l y no en DC+l,
podria deberse al hecho de que el primer grupo desarrolla un pico de parasitemia abrupto a
los 35 dias post infeccién, a diferencia de lo observado en los animales DC+l (20 dias)
(Figura 28). EIl incremento de TNFa se produce principalmente durante el pico de
parasitemia y seria responsable de la caquexia y posterior muerte de los animales durante
la etapa aguda de la infeccién [183].

En nuestro modelo, el perfil de proteinas plasmaticas en los grupos infectados, reveld
un aumento de las fracciones a-1 y a-2, coincidentes con el incremento de IL-6 y/o TNFa a
las 4 semanas (Figuras 27 y 26). Estas citocinas serian responsables de estimular la sintesis
hepatica de proteinas de fase aguda en diversas situaciones inflamatorias [154].

En conjunto, nuestros resultados reflejan un estado inflamatorio exacerbado local y
sistémico, en el grupo que recibe conjuntamente el tratamiento obesogénico y la infeccion
con T. cruzi (DO+l), en comparacién con el expuesto sélo al tratamiento obesogénico (DO) y
con el desafiado con el parasito (DC+l). Esta observacion esta en concordancia con lo
descripto por Nagajyothi y col. (2010) en un modelo genético de obesidad (db/db) e
infeccién con T. cruzi [182], donde hallaron niveles incrementados de TNFa, IL-6 y MCP1 a
los 27 dias post infeccién, una alta tasa de mortalidad y una importante infiltracion cardiaca,
comparado a los animales WT. Considerando que IL-6 y TNFa estimulan la actividad
lipolitica [154], especulamos que podrian ser contribuyentes claves de la reduccion lipidica
tisular (Figuras 15, 16, 18 y 21) y la disminucion de los pardmetros morfométricos (Figura
10), demostradas en los grupos infectados con T. cruzi.

Un desbalance en los niveles de adipocinas caracterizado por una sobreproduccion
de leptina —pro-inflamatoria- y una disminucién de adiponectina — anti-inflamatoria- fue
evidenciado a las 4 semanas en grupo el DO (Figura 26). La hiperleptinemia demostrada a
partir de las 12 semanas es sugestiva de un estado de resistencia a la leptina, con
niveles de adiponectina similares al grupo DC. Esto concuerda con el desarrollo de IR
detectado en estos animales y reportado por otros autores [62, 63]. Estd ampliamente
documentado que los niveles elevados de glucosa e insulina promueven la expansion del TA
y estimulan crénicamente los niveles de leptina [59].

La hiperleptinemia en el grupo DO fue significativamente mayor respecto a DO+,
indicando que la presencia cronica del parasito podria constribuir a la disminucion de la
leptina. Por el contrario, los niveles de adiponectina en los grupos infectados con T. cruzi
estuvieron disminuidos en la etapa aguda y cronica, siendo significativos respecto a los
grupos DO y DC a las 12 y 24 semanas (Figura 26). Esta observacion ha sido reportada
previamente por otros autores durante la etapa aguda de esta infeccion parasitaria [138,
147, 182]. Tanowitz y col. (2010) demostraron la disminucién de la adiponectina sistémica
hasta los 27 dias de la infeccion con T. cruzi en animales db/db [182] y recientemente

(2012), la disminucion de adiponectina en TA a los 15 dias de la infeccion en animales
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CD-1 alimentados con dieta estandar [147]. Previamente, Combs y col. (2005) reportaron
la disminucién de esta adipocina a los 30 dias post infeccidén (cepa Brazil) en animales CD-1
[138]. Esto también fue demostrado en adipocitos 3T3-L1, luego de 96 hs de estimulo con
tripomastigotes (cepa Tulahuen) en diferentes relaciones célula: parasito [139].

La adiponectina posee una funcién protectora a nivel cardiovascular [14, 81] y niveles
bajos se asocian a una mayor incidencia de alteraciones cardiovasculares, insulino
resistencia y diabetes. De esta manera, nuestros hallazgos podrian sugerir un incrementado
riesgo cardiovascular asociado a los animales infectados con T. cruzi. Cabe recordar al
respecto, el fenotipo B (LDL pequefias y densas) que observamos en los animales DO+l y
DC+l, ademés de las alteraciones histomorfolégicas evidenciadas en corazon y aorta
durante la etapa cronica de la infeccion.

Adicionalmente, mostramos una miocarditis chagéasica aguda —caracterizada por
fuerte infiltrado local y presencia de nidos de amastigotes- en el grupo DO+l a los 35 dias
post infeccion (Figura 28). Esto resulté coincidente con el desarrollo de IR periférica aguda y
el aumento de citocinas pro-inflamatorias sistémicas (IL-6 y TNFa), MCP1, leptina y
disminucion de adiponectina (con propiedades anti-inflamatorias). Este escenario pro-
inflamatorio agudo generado por la presencia del agente infeccioso y potenciado por la dieta
obesogénica, afectd la parasitemia y sobrevida de los animales DO+I, resultando menor
que la del grupo DC+I (Figura 28).

El TA esta compuesto por diversos tipos celulares ademas del adipocito [89]. En
un contexto inflamatorio, el TA es infiltrado por una gran cantidad de leucocitos; razén por
la cual, numerosos cuestionamientos sobre la posible contribucién del adipocito al proceso
inflamatorio han surgido y estas células se han convertido en el foco de recientes
investigaciones.

En nuestro trabajo, decidimos poner atencién al estudio de la célula adiposa como
principal componente del TA. La caracterizacion de los eventos moleculares y celulares que
ocurren en los adipocitos han sido objeto de numerosos estudios mediante el uso de
diversos modelos in vitro [184]. La linea inmortalizada de ratén 3T3-L1 ha sido una de las
mas utilizadas para la diferenciacion hacia la linea adiposa. Si bien es un modelo
perfectamente establecido, que refleja de manera fiel lo que ocurre a nivel celular y
molecular en los adipocitos, debe tenerse en cuenta la dificultad de extrapolar los procesos
observados in vitro con lo que ocurre realmente in vivo. Una de las limitaciones mas
importantes se relaciona al hecho de que estas células existen fuera de un contexto de
matriz celular y no son capaces de interaccionar con otros tipos celulares presentes en TA,
ni de responder a los estimulos sistémicos producidos en una determinada situacion.

No obstante, en el presente trabajo, el estudio de diferentes estimulos con acidos

grasos —incrementados en la obesidad e IR- y tripomastigotes (cepa Tulahuen), nos
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permitié analizar la participacion de la célula adiposa en este contexto nutricional e
infeccioso.

Nuestro disefio experimental demostré que concentraciones altas de &cidos grasos
(150 y 250 uM) fueron lipotoxicas para las células adiposas, afectando negativamente su
viabilidad celular a las 24 hs (Figura 29). Esto podria reflejar lo que ocurre en una
situacion de obesidad/ IR, en la que elevadas cantidades de acidos grasos —lipotoxicidad-
producto de la lipolisis del adipocito, repercute negativamente sobre la fisiologia normal de
estas células, resultando en necrosis celular y formacion de CLS. Cabe mencionar, que
este fendbmeno de lipotoxicidad se observo no solo luego del tratamiento con &cidos
grasos saturados, sino también con el 4cido oleico (mono-insaturado). Cnop y col. (2001)
dieron cuenta de este fendmeno en células B pancredticas aisladas de ratas Zucker y
expuestas a acido palmitico y oleico, detectando una citotoxidad dosis-dependiente a las 48
hs de tratamiento [185].

El receptor CD36 ha sido implicado en la incorporacion de acidos grasos de cadena
larga hacia el interior celular [120]. En nuestro modelo in vivo, observamos la participacion
de CD36 en TAV de los grupos DO y DO+l y atribuimos su incremento, principalmente a la
presencia de DAMPs provenientes de la dieta y/o generados durante el proceso metabdlico
crénico (Figura 23). Nuestros hallazgos in vitro no demostraron la expresion constitutiva de
este receptor en células adiposas controles y la presencia de acidos grasos (DAMPSs) no fue
suficiente para inducir su expresion proteica a las 24hs post tratamiento. Por el
contrario, nuestros resultados mostraron que la presencia adicional del parasito (relacién
2:1) fue capaz de inducir la expresion de CD36, la cual no fue potenciada por la presencia
de &cidos grasos (Figura 30). Esto sugiere que la presencia de PAMPs, provenientes del
parasito, induce eficazmente la expresibn de este receptor en los adipocitos.
Probablemente, las concentraciones de 4&cidos grasos utilizadas en los ensayos
experimentales, no fueron suficientes para reflejar lo que ocurre en la compleja situaciéon
real. De hecho, hipotetizamos que el parasito alojado en el TA y particularmente en el
adipocito, podria manipular la respuesta inmune del huésped y favorecer su sobrevida y
proliferacion celular.

La respuesta inflamatoria del adipocito en presencia de acidos grasos y del parasito,
se evalué cuantificando citocinas pro-inflamatorias en los sobrenadantes de cultivo a las 24
y 48 hs post tratamiento (Figura 31). El tratamiento con acidos grasos indujo una leve
secrecion no significativa de IL-6 y TNFa a las 24 hs, respecto a las células controles. Esto
indicaria una respuesta inflamatoria de grado bajo, como la que se observa en la obesidad.
A las 24 hs, la presencia del T. cruzi no estimul6 la secrecion de IL-6 y disminuy6
significativamente la de TNFa respecto a la estimulada por los acidos grasos. Sin
embargo, a las 48 hs se observé un incremento significativo de ambas citocinas inducido

por el T. cruziy la presencia conjunta del parasito y acidos grasos, reflejando una marcada
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respuesta inflamatoria. Cabe destacar que dicha respuesta, generada por la presencia del
parasito en la célula adiposa, se correlaciond con la disminucion de la viabilidad celular a las
48 hs luego del tratamiento con T. cruzi.

PPARy es un factor de transcripcion que participa en la proliferacion celular,
diferenciacion y regulacién de la inflamacion en células adiposas, principalmente [47]. Su
participaciéon como un jugador clave en el desarrollo de varias patologias inflamatorias ha
sido extensamente estudiada; sin embargo, su compromiso en la inmunoregulacién de
ciertas enfermedades infecciosas ha sido recientemente abordada como un tépico de gran
interés por los investigadores [150]. Al respecto, se ha demostrado que este factor de
transcripcibn se encuentra aumentado durante la infeccion por patdégenos intracelulares,
ejerciendo un papel clave en la modulacion de la respuesta inmune del huésped para
favorecer la carga infecciosa, sugiriendo que los patégenos estimularian la actividad de este
factor de transcripcion como un mecanismo de escape /evasion [186].

Nuestros resultados in vitro mostraron un incremento en la expresion de PPARy
a las 24 hs del tratamiento con T. cruzi y acidos grasos, lo que podria relacionarse a la
disminucion de la respuesta inflamatoria demostrada a este tiempo. Por el contrario, a las 48
hs la expresiéon de PPARYy disminuy6 considerablemente, coincidiendo con el aumento de las
citocinas y la respuesta inflamatoria desencadenada (Figura 32). Estos hallazgos
concuerdan con los reportados por Tanowitz y col. (2008) a las 48, 72 y 96 hs de la
infeccion con T. cruzi (cepa Tulahuen) en la misma linea celular, momento a partir del cual,
pudieron evidenciar la presencia de un fenotipo inflamatorio en la célula adiposa [139].
Recientemente, fue demostrado en ratones CD-1 infectados con T. cruzi, un aumento de
PPARYy en el TA blanco asociado a un control de la respuesta inflamatoria, a los 15 dias de
infeccion [147].

La participacion clave de PPARy dependiente de CD36, ha sido demostrada en la
resolucion de la inflamacién y modulacién de la respuesta inmune frente a ciertas
infecciones parasitarias, entre ellas, por Plasmodium falciparum y Plasmodium chabaudi
[150]. Esto podria estar relacionado con nuestros hallazgos de PPARy y el aumento
concomitante de CD36 en adipocitos maduros, a las 24 hs post tratamiento.

La lipdlisis y la lipofagia son dos fendmenos asociados a la movilizacion de lipidos
(acidos grasos) desde la célula adiposa [17]. Nagajyothi y col. (2012) demostraron la
participacion de lipasas y la consecuente lipdlisis desencadenada por el T. cruzi, en el TA
de ratones CD-1 infectados [147], siendo la lipdlisis una caracteristica importante de
esta infeccion. Mas tarde, observaron este fendmeno en TA y corazdn utilizando el mismo
modelo murino de infeccion, aunque alimentados con dietas de bajo y alto contenido en
grasas [187].

En esta tesis evaluamos el tamafio de los corpusculos lipidicos presentes en los

adipocitos maduros y encontramos un aumento del tamafio de estas organelas en las
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células tratadas con acidos grasos. Por el contrario, destacamos que la presencia del
parasito indujo corpusculos lipidicos de menor tamafio comparados con las células
controles, siendo este fendmeno, una posible consecuencia de la lipélisis desencadenada
por el T. cruzi en la célula adiposa (Figura 33), como ha sido previamente demostrado por
otros autores [138].

En esta tesis, los estudios in vitro, demostraron que los amastigotes presentes en
las células infectadas se encontraban agrupados alrededor de los corpusculos lipidicos
(Figura 35). Un hallazgo similar fue reportado por Combs y col. (2005), al comparar
micrografias electrénicas de adipocitos 3T3-L1 infectados con T. cruzi y adipocitos sin
infectar [138]. Estas observaciones sugieren que el pardsito podria tener afinidad por los
eventos bioquimicos que tienen lugar en la superficie de estas organelas, como ser, la
lipélisis mediada por la lipasa hormono sensible, proporcionando asi una posible explicacion
a la afinidad elevada de los parasitos por este tipo celular [188].

Brasaemle y col. (2004) demostraron la presencia de ADRP en los corpusculos
lipidicos aislados de células adiposas 3T3-L1 estimuladas lipoliticamente, aunque no
ocurrié asi en adipocitos bajo condiciones basales [96]. Nuestros hallazgos revelaron la
expresion aumentada de ADRP en las células tratadas por 24 hs con acidos grasos y/o
acidos grasos y T. cruzi, a diferencia de lo observado en las células controles (Figura 36).
Esto sugeriria la presencia de células lipoliticamente activas luego del tratamiento por 24 hs
con: i) acidos grasos —de manera similar a lo que ocurre en una condiciéon de insulino
resistencia; ii) parasitos —mimetizando lo que ocurre en el TA de animales infectados con
T. cruzi; iii) la combinacion de ambos estimulos —como lo que ocurre en el contexto de
infeccién con T. cruzi y carga nutricional excesiva.

Ademas, realizamos un estudio preliminar en pre-adipocitos 3T3-L1 con el propésito
de analizar la expresion de ADRP y PPARYy, luego del estimulo con acidos grasos y T. cruzi.
Nuestras observaciones parecerian indicar que estas células carecen de la expresién
constitutiva de las moléculas ADRP y PPARy y que el estimulo con acidos grasos, a
excepcién del palmitico, seria capaz de inducir la expresion de ADRP, pero no de PPARYy,
en estas células indiferenciadas. Alternativamente, el T. cruzi ejerceria un efecto potenciador
sobre la expresiéon de ADRP en pre-adipocitos. Asimismo, encontramos que el parasito
influenciaria de manera positiva la expresion del factor de transcripcion PPARYy, expresion
que se veria exacerbada por la presencia conjunta de los &cidos palmitico, esteéarico y
oleico (Figura 37).

Estos estudios preliminares podrian sugerir, por un lado, que la infeccién con T. cruzi
favoreceria la adipogenesis —funcién dependiente de PPARy- y por el otro, la probable
modulacién en la biogénesis de corpusculos lipidicos —evidenciado a través del incremento

de ADRP- como ha sido reportado en macréfagos infectados con este parasito [170].
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Tomando estas evidencias en conjunto, mostramos que nuestro modelo con dieta
moderada en grasa, fructosa y STZ induce eficazmente obesidad e insulino resistencia,
acompafada de alteraciones metabdlicas, cardiovasculares y hepaticas. La infeccion con
T. cruzi exacerba la respuesta inflamatoria aguda y crénica sistémica, generada en este
contexto nutricional, disminuyendo el contenido lipidico tisular y la obesidad, pero
aumentando la inflamacién local y con ello, la disfuncién cardiovascular y hepéatica.
Particularmente, observamos que la disfuncién del TAV participa de manera activa en
la respuesta inflamatoria sistémica, tanto en la obesidad como en la infeccidén parasitaria en
dicho status nutricional, principalmente, a través de la secrecion de adipocinas, infiltracion de
macrofagos y compromiso de receptores de la inmunidad innata. Asimismo, demostramos la
contribucion del receptor TLR4 en la desregulacion metabdlica en la obesidad e infeccion
con T. cruzi, no asi, en la acumulacion de lipidos a nivel del TAV e higado. El adipocito in
vitro, modula inicialmente la respuesta inflamatoria desencadenada por la infeccion con
T. cruzi y con &cidos grasos, en parte, merced a la participacion de PPARy, lo cual
favoreceria la proliferacion y sobrevida del parasito en esta célula blanco. Luego, dicha
proliferacién pareceria ser contraproducente para el propio parasito, ya que se evidencié un
aumento en la respuesta inflamatoria en la célula adiposa y la consecuente disminucién de
PPARYy y viabilidad celular.
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6. CONCLUSION

La preocupante prevalencia de la obesidad y la enfermedad de Chagas a nivel
mundial, ha resaltado la compleja interaccion existente entre el metabolismo y el sistema
inmune, ubicando a la inflamacién como un mecanismo denominador comun entre ambas
patologias. Frente a esta situacion nos planteamos algunos interrogantes tales como ¢ sera
que la inflamacién desencadenada por el pardasito contribuiria a la etiologia inflamatoria de la
obesidad?, ¢serd que la obesidad favorecera la progresion de la infeccion con T. cruzi,
debido a la posibilidad del parasito de contar con un exceso de nutrientes para su
supervivencia y proliferacion?, o tal vez ¢ sera que la inflamacion cronica de grado bajo en la
obesidad contribuira a la defensa del huésped a favor de la eliminacion del agente
infeccioso?.

El TA y el adipocito, su principal célula constitutiva, desempefian un papel clave
en la patogénesis de la obesidad y las desregulaciones metabdlicas asociadas. La
interrelacién entre este tejido y los agentes infecciosos ha ganado recientemente la
creciente atencién de los investigadores. De hecho, actualmente se conoce que el TAy los
adipocitos constituyen sitios blanco de la infeccion con T. cruzi y representan importantes
reservorios del parasito.

Nuestros resultados resaltan la respuesta inflamatoria exacerbada, generada por la
presencia del pardsito en un contexto nutricional capaz de inducir obesidad en animales
C57BL/6. La inflamacién demostrada a nivel local en TAV, higado, corazén y aorta y a nivel
sistémico, impacta sobre la homeostasis metabdlica de glacidos y lipidos, induciendo
alteraciones cardiovasculares y hepdticas, contribuyendo a la patogénesis de
enfermedades inflamatorias tales como la diabetes, la esteatohepatitis y la ateroesclerosis.

La disminucién del TAV y del contenido lipidico en general, se relaciona con una
mejora en los parametros morfométricos alterados en la obesidad; situacién que se vincula
con la lipdlisis y la necesidad de incorporacién de nutrientes por parte del parasito para
asegurar su supervivencia y replicaciéon en el huésped.

En conjunto, nuestro modelo podria potencialmente contribuir a un progreso en el
area de la obesidad; en parte, porque ofrece la posibilidad de realizar estudios empiricos en
un modelo animal que se asemeja a lo acontecido en el contexto clinico y fisiolégico
real, evitando asi la necesidad de recurrir al uso de modelos extremos/drasticos de
obesidad. El conocimiento de los posibles mecanismos implicados en la desregulacion
metabdlica, asociados a la infeccién parasitaria con T. cruzi, podria contribuir a la
comprension de la interaccion patdgeno-huésped. Esto aportaria bases sélidas para la
implementacion de nuevas estrategias terapéuticas para estas patologias que llevan
implicito un gran riesgo para la Salud Publica mundial, debido a la elevada morbi-motalidad

de los pacientes afectados.



129

La eficacia del tratamiento con agonistas de PPARs en la infeccién con T. cruzi
permanece esencialmente sin explorar [188]. La mayoria de los estudios realizados hasta
el momento resaltan el papel de PPARs en la resolucion de la inflamacioén y la remodelacién
tisular. Nuestros resultados in vitro demostraron la participacion de PPARy en la
modulacion de la respuesta inflamatoria desencadenada por el adipocito frente a la infeccién
con T. cruzi.

In vivo, la presencia de macréfagos con fenotipo M2 en TAV, asociados a la
resolucion de la inflamacién y la remodelacién tisular, podrian estar vinculados con la
expresion de este factor de transcripcion. De este modo, sugerimos que los ligandos de
PPARs podrian ser en un futuro mediato, fuentes potenciales para la implementacién de
terapias farmacoldgicas que contribuyan a una mejora en la Salud de los pacientes obesos y
chagasicos.
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