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Abreviaturas

AAMO: macroéfagos alternativamente activados (M2)

aas: aminoacidos

ABAC: Asociacion Banco Argentino de Células

BSA: seroalbimina bovina (del inglés bovine serum albumin)
CAM®: macréfagos cldsicamente activados (M1)

CAR: receptor de Coxsackie y Adenovirus

cel: células

cDNA: DNA complementario

CMD: cardiomiopatia dilatada

cpe: efecto citopatico (del inglés cytopathic effect)

CRD: dominio de reconocimiento de carbohidratos (del inglés carbohydrate recognition
domain)

Cre: elemento de replicacion en cis (del inglés cis-acting replication element)
CV: Virus Coxsackie

CVA: virus Coxsackie A

CVB: virus Coxsackie B

CVB3: virus Coxsackie B serotipo 3

CVB6: virus Coxsackie B serotipo 6

DAF: factor acelerador de decaimiento (del inglés, decay accelerating factor)

DAMPs: patrones moleculares asoaciados al peligro (del inglés danger associated molecular
patterns)

DCs: células dendriticas (del inglés dendritic cells)

DNA: acido desoxirribonucleico

EB: cuerpos embrionarios (del inglés embryonic body)

EMCV: virus de la encefalomiocarditis (del inglés encephalomyocarditis virus)

Gal-3: galectina 3

HE: hematoxilina eosina

hESC: células madre embrionarias humanas (del inglés human embrionic stem cells)

hESC-CM: cardiomiocitos derivados de las hESC
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Hs: horas

IF: inmunofluorescencia

IFN: interferén

IFN-1: interferén de tipo uno

IFN-IB: interferén B

IHQ: inmunohistoquimica

iNOS: éxido nitrico sintasa inducible (del inglés, inducible nitric oxide synthase)

IP: intraperitoneal

IRES: sitio interno de entrada del ribosoma (del inglés, internal ribosome entry site)

IRF3: factor transcripcional de regulaciéon a interferon 3 (del inglés, interferén regulatory
transcription factor 3)

ISGs: genes estimulados por IFN (del inglés, interferon stimulated genes).

KO: knock out

LipClod: liposomas con clodronato

LPS: lipopolisacarido

MEC: matriz extracelular

MEF: fibroblastos embrionarios murinos (del inglés murine embrionic fibroblasts)
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, major histocompatibility complex)
min: minutos

MMP-9: metaloproteasa de matriz 9 (del inglés, matrix metalloproteinase 9)

MOI: multiplicidad de infeccidn (del inglés multiplicity of infection)

MRNA: RNA mensajero

MV: miocarditis viral

NCR: region no codificante (del inglés, non coding region)

NO: éxido nitrico (del inglés nitric oxide)

Células NK: células natural killer

ON: toda la noche (del inglés over night)

PABP: proteina celular de unidn a poli(A) (del inglés poly(A) binding protein)

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos (del inglés pathogen-associated
molecular patterns)

PBS: buffer fosfato salino (del inglés phosphate buffer saline)
PBST: PBS Tween 0,1% (v/v)
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PCBP: proteina celular que une polirC (del inglés polyrC binding protein)
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PFU: unidades formadoras de placa (del inglés, plaque forming units)
pi: post infeccidn

PMA: Phorbol-12-myristate-13-acetate

PPRs: receptores asociados a reconocimiento de patrones (del inglés pattern recognition
receptors)

gPCR: PCR cuantitativa (en tiempo real)

RNA: 4cido ribonucleico

rpm: revoluciones por minuto

RT: transcripcion reversa (del inglés, reverse transcription)

SCR: secuencias cortas de repeticiones consenso (del inglés short consensus repeats)
seg: segundos

SNC: sistema nervioso central

TA: temperatura ambiente

TGF-B: factor de crecimiento de tejidos B (del inglés, tissue growth factor 8)

TIMPs: inhibidor de metaloproteasas de matriz (del inglés tissue inhibitors of
metalloproteinases)

TLRs: receptores tipo Toll (del inglés Toll like receptors)
VPg: proteina viral unida al genoma (del inglés, viral protein genome linked)
VRCs: complejos de replicacién viral (del inglés viral replication complexes)

WB: western blot
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A. Introduccion

1. Introduccidn general

Virus coxsackie

Los virus coxsackie (CV) pertenecen al género Enterovirus, familia Picornaviridae (Stanway et
al. 2005). El género Enterovirus comprende a un gran numero de virus de distribucién mundial
gue utilizan el tracto entérico como sitio primario de replicacién, y por lo tanto, se transmiten
por la via fecal-oral. La mayoria de las infecciones por enterovirus son subclinicas, pero en
ocasiones provocan graves enfermedades, principalmente en nifios e inmunocomprometidos.
Los Enterovirus son la causa mds comun de meningitis aséptica, la infeccion mas frecuente del
sistema nervioso central (SNC). En general, los enterovirus se asocian a enfermedades agudas
pero también se han asociado a enfermedades crdnicas, entre las que se pueden incluir a la
dermatomiositis, poliomiositis, cardiomiopatia dilatada (CMD) y la diabetes mellitus [revisado

en (Pallansch et al. 2001)].

Los primeros aislamientos de CV fueron realizados en 1948 en dos personas que sufrian
paralisis en la ciudad de Coxsackie, en el estado de Nueva York (Dalldorf et al. 1948). Esos
aislamientos no fueron neutralizados con suero anti poliovirus y fueron la primera evidencia de
la existencia de otros enterovirus humanos. Los CV son altamente patogénicos al ser
inyectados en ratones recién nacidos (Gifford et al. 1951) y acorde al fenotipo que exhiben se
han clasificado en tipos A y B ya sea porque producen inflamaciéon y necrosis difusa en musculo
esquelético (CVA) o miositis focalizada y lesiones necrdticas en el encéfalo, pancreas, grasa
parda y miocardio (CVB). A su vez, los CVB incluyen los serotipos del 1 al 6 (Pallansch et al.
2001). Con excepcion de CVB6, todos los serotipos de CVB se han asociado a enfermedades
similares (Pallansch et al. 2001). Actualmente, los CV se hallan incluidos dentro de dos
diferentes especies, los enterovirus humanos A y B, dentro de los cuales se hallan los CVA y B,

respectivamente (Mahy 2007).

En 1958, se descubrieron CVB causantes de miocarditis epidémica en nifios recién nacidos en
Sudafrica (Gear et al. 1958), demostrando que estos virus tenian una distribucion mundial.
Hasta el presente, no existe un tratamiento especifico para las infecciones con CVB (Brunetti et
al. 2008) y solo puede realizarse cierta prevencién con medidas de higiene basicas, ya que

estos virus son altamente contagiosos.
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Genoma y estructura de CVB

Como otros enterovirus, los CVB poseen un genoma de RNA simple hebra de polaridad positiva
de aproximadamente 7500 nucleétidos con una proteina unida al genoma (VPg) en el extremo
5’y una cola poli(A) en el extremo 3’ (Mahy 2007). El genoma se divide en tres regiones: P1, P2
y P3. La regién P1 codifica para proteinas de la capside o estructurales, mientras que P2 y P3
codifican para proteinas no estructurales. Solo la RNA polimerasa RNA dependiente RdRp (de
las siglas en inglés RNA dependent RNA polymerase) (3D), y VPg (3B) que actuaria de primer, se
han podido asociar directamente al proceso de replicaciéon; sin embargo, para que la
replicacidén ocurra exitosamente, todas las proteinas no estructurales de P2 y P3 deben estar
presentes tanto en su formas precursoras como en su forma madura (Sean et al. 2008) (Figura

1).

4 )

Figura 1. Genoma viral, poliproteina y procesamiento.
El genoma de CVB es de unos 7500 nucledtidos de longitud y se divide en tres regiones: P1, P2 y P3.
P1 codifica para todas las proteinas estructurales. La traduccion del RNA produce una poliproteina

ue es clivada por dos actividades proteasas codificadas dentro de la misma, 2A y 3C.

. Y,

Para superar la limitacién de un genoma monocistrénico en la produccién de una gran

variedad de productos proteicos los CVB, al igual que otros picornavirus, utilizan la actividad

-2
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proteolitica de dos cisteina proteasas codificadas por el virus, 2A (Toyoda et al. 1986) y 3C
(Hanecak et al. 1982), para clivar la poliproteina, resultando en la liberacién de las proteinas
virales (Lawson et al. 1990). La compleja cascada de eventos proteoliticos llevados a cabo por
las proteasas virales permite regular la expresidon de otros productos génicos virales. La
proteasa 2A media el clivaje del precursor de P1 (1ABCD, Figura 1) de la poliproteina naciente
de forma intramolecular (en cis). A continuacién, la proteasa 3C cliva el precursor de la
proteina de la capside VP1 del precursor P1 (Figura 1) (Nicklin et al. 1988). El clivaje de VPO a

VP4 y VP2 es dependiente de la presencia del RNA viral y sélo ocurre en los virus maduros.

Los CVB son virus no envueltos con una cdpside de 30 nm de didmetro que rodea el RNA. La
capside posee simetria icosaédrica, y estd formada por 60 copias de cada una de las cuatro
proteinas virales, VP1 a VP4. VP1, VP2 y VP3 se pliegan en 8 estructuras B antiparalelas
formando la superficie externa del virus, mientras que VP4 se ubica en el interior de la cdpside
(Figura 2). Las mayores diferencias entre las estructuras de distintos picornavirus se
encuentran en las regiones mds y menos expuestas a la superficie de los viriones, que definen
los principales sitios antigénicos y los sitios de union a receptores, respectivamente (Hendry et

al. 1999).
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4 N

Figura 2. Esquema del virion de CVB.

Las particulas no envueltas estan compuestas de cuatro proteinas virales que forman una cdpside
de simetria icosaédrica que rodea el RNA. Las proteinas VP1, VP2 y VP3 se pliegan en 8 estructuras 3
antiparalelas formando la superficie externa del virus, mientras que VP4 se ubica en el interior de la

(a'\pside. )

El ciclo de replicacion de los CVB se puede dividir en los siguientes pasos: a) unidn a receptor,

b) internalizacidn, c) traduccién y transcripcién del RNA viral, d) ensamblado de particulas
virales y e) lisis celular y liberacion de las particulas virales (Pallansch et al. 2001). Los
receptores celulares son determinantes importantes de la susceptibilidad a la infeccién y del

rango de especies del huésped (Fields 2001).
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Receptores de CVB

Para la infeccién por CVB, se encuentran descriptos dos receptores: CAR (del inglés, coxsackie
adenovirus receptor) (Bergelson et al. 1997) y DAF (del inglés, decay accelerating factor) o CD-

55 (Bergelson et al. 1995; Shafren et al. 1995).

CAR es una proteina de membrana, de 46 / \
kDa que se halla ampliamente distribuida
en diversos tejidos asociada a las uniones
estrechas. Se ha demostrado que CAR
colocaliza con proteinas de las uniones
estrechas, como ocludina y ZO-1
(Raschperger et al. 2006), siendo esta
ultima inmunoprecipitada junto a CAR
(Cohen et al. 2001; Freimuth et al. 2008)
(Figura 3). En el corazén CAR se detecta
principalmente a nivel de los discos
intercalares (Selinka et al. 2004) y aunque Figura 3. Célula polarizada y tipos de uniones.

no esta bien definida su funcién celular, DAF se ubica en la membrana apical de las células

, . polarizadas mientras que CAR lo hace a nivel de las
podria tener un rol de senalizacion en la

uniones estrechas.
célula cardiaca (Lim et al. 2008). En lo que \ )

respecta a su funcion como receptor viral, esta proteina es utilizada por varios adenovirus y

por todos los CVB (Freimuth et al. 2008).

El mRNA de CAR codifica para 365 aminoacidos (aas) constituidos por una pequefa secuencia
lider de 19 aas, un ectodominio de 216 aas, un dominio transmembrana de 23 aas, y
dependiendo del splicing alternativo, una cola citoplasmatica de 107 o 94 aas (Figura 4A). Por
lo tanto, se han identificado al menos dos proteinas CAR que difieren en el extremo carboxilo
y se las refiere como mCAR1 y mCAR2 para el raton o hCAR1 y hCAR2 para el humano
(Freimuth et al. 2008). El analisis de secuencia de CAR predijo que esta proteina es un miembro
de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig), con dos dominios extracelulares del tipo Ig
localizados en la mitad amino terminal de la proteina, una hélice simple que atraviesa la
membrana y una cola citoplasmatica carboxilo terminal (Bergelson et al. 1997; Freimuth et al.

2007) (Figura 4A).
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El otro receptor es DAF, una proteina reguladora del Complemento anclada a membrana por
glicofosfatidilinositol (Figura 4B). Se trata de una glicoproteina de 70 kDa con cuatro dominios
cortos de repeticiones consenso o SCR (del inglés short consensus repeats), tipicos de las
proteinas regulatorias del Complemento (Bergelson et al. 1995). Se localiza en la superficie de
la mayoria de las células a fin de protegerlas de la activacidn inespecifica tanto de la via clasica
como de la alternativa del Complemento (Miwa et al. 2007) (Figura 3). Esta molécula es usada
como co-receptor por algunas variantes de CVB (Shafren et al. 1995) y también por los
Echovirus (Racaniello 2001) aunque difiere en el modo de unirse al receptor (Hafenstein et al.
2007). Si bien se ha encontrado alta homologia en la secuencia y funciéon de CAR humano y
murino, en el caso de DAF parece ser distinto ya que no presentan alta homologia en la
secuencia y se ha descripto que aquellos virus que presentan afinidad por DAF humano no lo

hacen por el homologo Daf-1 murino (Spiller et al. 2000).

4 N

A B

Figura 4. Receptores.
A) Receptor de Coxsackie y Adenovirus - CAR. B) Co-receptor DAF

- J

Ingreso viral

Los 6 serotipos de CVB se unen a CAR para ingresar a las células e infectarlas, mientras que
algunos CVB también se unen a DAF; sin embargo esta interaccidn por si sola no es suficiente
para la internalizacion del virus. El mecanismo de internalizacidn del virus dentro de las células

blanco depende del tipo celular (Coyne et al. 2006; Patel et al. 2009).
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Como los CVB ingresan por el tubo digestivo, deben cruzar la mucosa intestinal para iniciar una
infeccidn productiva. En las células polarizadas del epitelio intestinal, CAR se haya inmovilizado
a nivel de las uniones estrechas (Cohen et al. 2001) (Figura 3), por lo que el mecanismo de
ingreso requiere la interaccidon con el co-receptor DAF, formando clusters que pueden ser
detectados a los 10 min posinfeccion (pi). Esta interaccion activa una cascada de sefializaciéon
del tipo tirosina quinasa que permite la translocacion del cluster CVB-DAF a las uniones
estrechas. Estos clusters de DAF pueden ser inducidos por al agregado de un anticuerpo, y sea
cual fuere el motivo del clustering, este complejo se traslada a las uniones estrechas con
participacion de los lipid rafts, donde colocaliza con CAR y ZO-1. La interaccién del virus con
CAR conduce a la internalizacion viral mediada por vesiculas formadas por caveolina-1. Una vez
gue el virus ha ingresado a la célula comienza el desnudamiento o uncoating que resulta en la

liberacién del virus al citoplasma (Figura 5) (Coyne et al. 2006).

4 N

Figura 5. Ingreso viral en células polarizadas.

A) El virus interactia con DAF formando clusters; B) los cluster de DAF-virus se translocan por
accion de los lipid rafts a las uniones estrechas donde se ubica CAR; C) el complejo DAF-virus
interactua con CAR; D) la interaccién con CAR conduce al ingreso del virus a por vesiculas de

\caveolina—l, permitiendo el uncoating viral. )
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En el caso del ingreso a células no polarizadas, como las células Hela, se encontré que todos
los CVB (independientemente de si son o no capaces de unir DAF) utilizan un mecanismo
mediado por dinamina y lipid rafts, ingresando a las células unidos a CAR (Patel et al. 2009)

(Figura 6).

4 )

Figura 6. Ingreso viral en células no polarizadas.
En el caso de células no polarizadas, no es necesaria la interaccién con DAF, ya que el virus
interacciona directamente con CAR e ingresa a la célula unido a él.

)

Sin importar cual sea el mecanismo de ingreso, la interaccion del virus con CAR conduce a la

formacidn de las particulas A, un estadio del virus incapaz de iniciar una nueva infeccidn viral.
Las particulas A contienen el RNA viral pero han perdido la proteina de la capside VP4. A su
vez, el extremo N terminal de VP1, que normalmente se ubica en el interior de la capside, se
expone en la superficie de la particula A (Fricks et al. 1990). Debido a que esta secuencia es
hidrofdbica, las particulas A tienen una afinidad aumentada a las membranas comparadas con
la particula viral nativa y permitirian la interaccién con la membrana celular y la formacién de

un poro a través del cual se liberaria el RNA viral (Pallansch et al. 2001).

Ciclo de infeccion

La traduccidn del RNA viral se realiza por un mecanismo independiente del 5'CAP caracteristico
de los mRNAs eucariotas y que es reconocido por el complejo de iniciacion elF4F (Jang et al.
1988; Pelletier et al. 1988). Los picornavirus poseen una secuencia 5’NCR (del inglés non

coding region) compuesta por una extensa estructura secundaria y multiples codones de
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iniciacion, que permite la entrada al ribosoma y la traduccién independiente de elF4F (Sean et
al. 2008). Mas aun, la proteasa viral 2A cliva el factor elF4G, que forma parte del complejo
elF4F, inhibiendo la traduccion dependiente del 5'CAP e impidiendo la traduccidon del mRNA
celular (Duncan et al. 1983; Krausslich et al. 1987). También se ha visto que VPg es clivada
luego del ingreso del RNA viral y previo a su traduccién. Este cambio en la traduccién proteica
ocurre en las primeras 2 hs de la infeccidon; sin embargo, en tiempos posteriores como 5 hs pi

la traduccidon de proteinas virales también es inhibida (Bonderoff et al. 2008).

La traduccidon procede en direccién 5’ a 3’, mientras que la replicaciéon de la hebra negativa
ocurre en direccién 3’ a 5’, siendo imposible que ambos procesos ocurran simultdneamente.
Mas aun, la traduccidon domina sobre la replicacidn ya que la interaccién con el ribosoma evita
gue la RpRd avance (Bonderoff et al. 2008). Por lo tanto, la traduccidn viral debera detenerse
antes de que comience la replicacién del RNA viral. La replicacion del RNA de los CVB ocurre
rapidamente, comenzando aproximadamente 2,5 hs después de la infeccidon. Los mecanismos

de replicacion del RNA de los enterovirus, estan altamente conservados.

Estos procesos requieren dos pasos de amplificacion del RNA: (i) sintesis completa de la hebra
negativa [RNA (-)] complementaria a partir del RNA parental gendmico y (ii) sintesis de la hebra
positiva del RNA [RNA (+)] usando el intermediario de RNA (-) como molde, que luego puede
ser utilizado para la traduccion independiente del 5’CAP o para ser empaquetada en viriones
para las infecciones subsecuentes. A su vez, esta hebra hija puede ser utilizada en rondas
adicionales de sintesis de la hebra negativa. La replicacidon correcta requiere de todas las
proteinas virales en sus formas maduras y precursoras, asi como de las estructuras secundarias

en el RNA (Sean et al. 2008) (Figura 7).

Para la replicacion , las proteinas virales reclutan el RNA (+), lo que requiere del ensamblaje de
complejos de replicacion viral o VRCs (del inglés viral replication complexes) (Bolten et al.
1998). Cada VRC produce primero una hebra de RNA (-) complementaria usando el RNA (+)
original como molde. El RNA (-) es luego utilizado por la RdRp para sintetizar nuevas moléculas
de RNA (+) que atraviesan nuevas rondas de traduccién y replicacion para formar nuevas
particulas virales (Nagy et al. 2012). Se ha demostrado que la proteina 3AB de poliovirus
interacciona tanto con las vesiculas membranosas como con las proteinas virales involucradas
en la replicacién del RNA, por lo que 3AB podria ser potencialmente responsable de reclutar el

complejo de replicacién a la superficie de las vesiculas membranosas (Semler et al. 1982;
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Towner et al. 1996; Hope et al. 1997). Un rol potencial de 3AB en el reclutamiento del
complejo de replicacion podria involucrar a 3CD ya que se ha visto que 3CD interactia tanto
con 3AB como con ambos extremos de la hebra positiva del RNA de poliovirus (Harris et al.
1994; Xiang et al. 1998). La proteina 2C también interacttia con las vesiculas membranosas y la
hebra negativa del RNA de poliovirus, por lo que 2C podria actuar como una proteina de
anclaje del RNA en la superficie de las vesiculas membranosas (Echeverri et al. 1995; Banerjee

et al. 1997).

4 )

Figura 7. Replicacion del genoma viral.
La replicacion del genoma viral requiere la finalizacion de la sintesis de todas las proteinas virales.
Luego, el RNA (+) asociado a vesiculas se replica sintetizando la copia (-), que luego servira de molde

para mas hebras (+).
N J

El requerimiento de un primer en la iniciacidon de la sintesis de acidos nucléicos varia entre las
diferentes clases de polimerasas. La RpRd es una RNA polimerasa primer dependiente incapaz
de copiar RNA in vitro en ausencia de un primer oligo(U). El RNA de los poliovirus, tanto la
hebra positiva como la negativa recién sintetizadas estan unidas covalentemente en su
extremo 5’ a la proteina VPg de 22 aas, sugiriendo que VPg podria funcionar como un primer
para la sintesis de RNA. Esta hipdtesis fue confirmada por el descubrimiento en células
infectadas de una forma uridilizada de esta proteina: VPg-pUpU. VPg puede ser uridilizada in

vitro por RpRd pudiendo luego servir de primer para la sintesis de RNA poliadenilado. El molde
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para la uridilacion de VPg es un bucle de RNA, denominado elemento de replicacién en cis o
cre (del inglés cis-acting replication element). VPg-pUpU serviria también de primer en células

no infectadas (Flint et al. 2000).

Las proteinas virales involucradas en la replicacion pueden unirse selectivamente al RNA viral;
sin embargo, hay también varias proteinas celulares involucradas en este proceso. Entre ellas,
la proteina celular PCBP (del inglés, polyC binding protein) ocupa un rol central al reclutar el
RNA viral. PCBP es una proteina de unién a RNA involucrada en la estabilizacién del mRNA y en
la regulacién de la transcripcion y traduccion, y es capaz de unirse a la estructura tipo trébol o
IRES (del inglés, internal ribosome entry site) ubicado en el extremo 5’ del RNA viral. 3CD cliva a
PCBP haciéndole perder uno de sus tres sitios de unidon al RNA. Los dos sitios remanentes
permiten que se una junto a la proteina viral VPg a distintos bucles (loops) de la estructura de
trébol que acerca el extremo 5’ al 3/, permitiendo el priming por VPg (Flint et al. 2000; Nagy et
al. 2012) (Figura 8). Este acercamiento requiere también de la interaccion de PCBP con la

proteina celular de unién a poli(A), PABP (del inglés polyA binding protein).

4 )

Figura 8. Mecanismo de replicacion.

La proteina PABP se une al extremo 3’ del RNA viral a partir de la interaccién con la cola poli(A),
mientras que PCBP interactla con un loop de la estructura de trébol en el extremo 5’. De esta
forma, se produce un acercamiento en los extremos del RNA viral que permite el priming por VPg
para la sintesis de la hebra (-) por RpRd o 3Dpol. J

Un mecanismo posible para la produccién de unidades estructurales es el ensamblaje mientras
las proteinas estan unidas covalentemente a un precursor poliprotéico. Este mecanismo

supera la necesidad de que las subunidades proteicas individuales se encuentren por difusién
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al azar, y evita la competencia por interacciones no especificas. Para el caso de los enterovirus,
la poliproteina contiene las cuatro proteinas que forman la unidad estructural heteromérica
(Figura 2). Estas proteinas son sintetizadas como parte de un Unico precursor poliprotéico. Las
uniones covalentes flexibles entre VP1, VP3 y VPO, en el precursor P1 permiten la formacidon de
la unidad estructural 5S y luego, estos enlaces son clivados por la proteasa viral 3CD. Sin
embargo, VP4 se mantiene unida a VP2 en VPO hasta que el ensamblaje estd completo
(Basavappa et al. 1994; Paloheimo et al. 2011; Nagy et al. 2012) (Figura 9A). La unidad
estructural 5S es el precursor del pentdmero 14S, que es luego incorporado en las particulas
virales. El pentdmero es estabilizado por extensos contactos proteina-proteina y por
interacciones mediadas por cadenas lipidicas presentes en los 5 extremos de VPO. Esta
estructura es altamente estable, haciendo de la formacién del pentdmero un paso irreversible
(Flint et al. 2000). Finalmente, la incorporacion del RNA viral dentro de la capside y el posterior
clivaje de VPO en VP4 y VP2 da origen a los viriones infecciosos 150S (Figura 9B) (Basavappa et
al. 1994; Paloheimo et al. 2011).
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4 N

Figura 9. Formacion de los viriones.
A) Plegamiento y formacion de la subunidad 5S. B) Formacién de los viriones infectivos a partir de la

Qﬂdad 5S.

El desenlace mds usual en células permisivas de la replicacion viral es la muerte y destruccién

celular. En las infecciones naturales, las defensas del huésped son una causa importante de la
destruccién de la célula infectada. Sin embargo, las infecciones de estos virus destruyen las
células de una manera mas directa: estos virus son citopaticos para células en cultivo. El
mecanismo por el cual la replicacién de virus no envueltos conduce a la muerte vy lisis celular se

asocia a la degradacion de componentes estructurales de la célula huésped (Flint et al. 2000).
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2. Enfermedades y patologias asociadas

Como ya se ha mencionado, la mayoria de las veces los CVB causan infecciones subclinicas. Sin
embargo, los CVB son conocidos desde hace mas de 50 afios como agentes causantes de
diversas enfermedades humanas (Dalldorf 1955). De estas, varias se consideran clinicamente
leves como la meningitis aséptica, pero otras, como la miocarditis y pancreatitis pueden ser
enfermedades de mayor gravedad. Existe también una relacion etiolégica putativa entre CVB y
la diabetes humana tipo 1 (T1D), que recientemente ha encontrado apoyo en evidencia

experimental de modelos murinos (Tracy et al. 2008).

3. Miocarditis y cardiomiopatia dilatada

La miocarditis puede tener diversas causas, sobresaliendo las infecciosas y las autoinmunes.
Entre las primeras, en nuestro pais se asocia a infeccion por Trypanosoma cruzi (enfermedad
de Chagas) y a diversas infecciones virales, principalmente por los CVB (Perrone et al. 2003). La
miocarditis es una inflamacién del miocardio, generalmente autolimitada. Sin embargo, a
veces, la inflamacién persiste produciéndose una miocarditis crénica que, a su vez, puede
conducir a la CMD, entidad caracterizada por un corazoén dilatado donde puede no observarse
inflamacién, pero si insuficiencia cardiaca y una significativa remodelacion de la matriz
extracelular (MEC) (Kawai 1999; Saffitz 1999; Perrone et al. 2003; Pauschinger et al. 2004). La
CMD tiene una gran prevalencia ya que ocurre en dos de cada cien personas y, aungue con
mayor frecuencia es idiopatica o de causa desconocida, puede asociarse a enfermedades o
circunstancias previas incluyendo alteraciones metabdlicas, toxicoldgicas, nutricionales, y
autoinmunes, embarazo, consumo de alcohol o miocarditis (Follath 1999). La CMD es la

principal razén de trasplante cardiaco en EEUU y Europa (Manolio et al. 1992).

Los CVB pueden causar miocarditis viral (MV) (Pallansch et al. 2001). La MV puede presentarse
clinicamente como una disfuncion aguda de miocardio de diversa severidad que puede
evolucionar a CMD, en especial en su estadio créonico (Feldman et al. 2000; Yajima et al. 2009).
Sugerida inicialmente en base a datos seroldgicos, la conexién entre MV y CMD ha sido dificil
de establecer ya que con la excepcidn de algunos casos pediatricos, ha sido imposible detectar
virus infectivo en muestras de tejido cardiaco de necropsias o biopsias. Sin embargo, con los
procedimientos moleculares actuales, se han podido detectar RNA virales en muestras de
tejido cardiaco de pacientes con MV o CMD (Feldman et al. 2000; Ellis et al. 2007).

Actualmente, se acepta que los virus pueden infectar el corazén y que CVB es uno de los virus

I-14



Patogénesis molecular en la infeccion experimental por virus Coxsackie B3

mas frecuentes (Feldman et al. 2000). No existe todavia un tratamiento especifico para la MV

(Feldman et al. 2000).

La CMD pareceria ocurrir como resultado de una MV aguda o crénica (Noren et al. 1977,
Woodruff 1980; O'Connell 1987; Chow et al. 1992; Dec et al. 1994). En el caso agudo seria por
perdida directa de miocitos y en la crénica tanto por la persistencia del virus (Chow et al. 1992;
Yajima 2011) como por fendmenos autoinmunes que ocurririan luego de la exposicion al virus
(Huber 1997). Los principales virus que han sido asociados etiolégicamente a MV y CMD son
los enterovirus y, en menor medida, los adenovirus humanos. Distintos estudios han
demostrado la persistencia del RNA enteroviral en el miocardio de pacientes con miocarditis
(Bowles et al. 1986; Kandolf et al. 1987; Bowles et al. 1989; Kandolf et al. 1991). Entre los
enterovirus, el mas frecuentemente asociado a estas patologias es CVB, particularmente el

serotipo CVB3 (Grist et al. 1993).

La comprensién de la patogénesis de MV/CMD es escasa (Bowles et al. 1998; Maisch et al.
2005). Gran parte del conocimiento actual se basa en el estudio de modelos experimentales
como el de MV murina inducida por inoculacién intraperitoneal de CVB3, que produce una MV
aguda que puede progresar a CMD en ciertas cepas de ratones susceptibles (Rose et al. 1996;
Fairweather et al. 2007). La infeccion murina por CVB se caracteriza por una replicacion viral
temprana en pancreas que se correlaciona con la viremia, seguida de replicacidn y necrosis
focal de cardiomiocitos con infiltracion linfomonocitaria (Gomez et al. 1991; Tracy et al. 2000)
y posterior remodelacién de la MEC (Gomez et al. 1992). El modelo murino de MV inducida por
CVB comparte muchos pardmetros biolégicos de la enfermedad cardiaca aguda y crénica
humana y muestra que las alteraciones patoldgicas resultan tanto de efectos virales directos
(ej. lisis celular) asi como también de reacciones del huésped (ej. respuesta inmune) en los
tejidos cardiacos (Gauntt et al. 2003). Mas tardiamente, un evento estructural fundamental en
la progresidn del fallo cardiaco es la remodelacién de la MEC, que incluye cambios
significativos en el radio de los colagenos tipo I/Ill (Pauschinger et al. 1999). Los fibroblastos
desempenan un papel esencial tanto en la sintesis como en la remodelaciéon de la MEC
cardiaca, particularmente luego de su diferenciacién en miofibroblastos activos (Lijnen et al.
2000; Petrov et al. 2002). En este sentido, es interesante destacar que CVB3 puede replicar en
fibroblastos cardiacos sin inducir lisis y en forma persistente pero modificando la sintesis de
algunas citoquinas (Heim et al. 2000). Por otra parte, en cepas de ratones que desarrollan MV

cronica, se observo persistencia del RNA viral en las células infectadas aun sin la produccién de
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virus infeccioso (Klingel et al. 1992). Esta persistencia podria desencadenar una respuesta
inmune que contribuiria a la enfermedad (Kandolf et al. 1999; Calabrese et al. 2003), ya que
tanto la respuesta humoral como celular estan asociadas con la progresion de la MV hacia la

CMD (Furukawa et al. 2001).

4q, Etapas de la infeccion

Etapas de la infeccion viral

La patogénesis viral es un proceso en el cual los virus producen enfermedad en el huésped.
Mucho del conocimiento existente al momento se basa en el estudio de modelos animales de
infecciones humanas. La virulencia de un virus es su capacidad, al compararlo con otros virus
relacionados, de causar enfermedad en el huésped. Si la infeccion produce muerte en el
huésped, la virulencia se suele medir en DLs,. La virulencia de CVB depende de una amplia
variedad de factores virales y del huésped, como la cantidad de virus o su via de ingreso, y la

edad del huésped, el sexo, el estado inmunoldgico y la especie (Tracy et al. 2008).

Los CVB, como otros enterovirus, generalmente ingresan al cuerpo por la ruta oral e infectan
células de la mucosa orofaringea y el tejido linfoide (amigdalas) donde replican y se distribuyen
en el tracto digestivo. Debido a su estabilidad a pH acidos, estos virus pueden atravesar el
intestino y establecer infecciones en la mucosa intestinal y en el tejido linfoide, desde donde
es eliminado en las heces. A continuacién, ocurre una viremia “menor” con invasion
subsiguiente del sistema reticulo endotelial. En la fase virémica primaria, el virus también
ingresa al torrente sanguineo a bajos niveles, lo que puede ocasionar una viremia “mayor” que
permitiria al virus alcanzar el tejido cardiaco. Mas del 95% de los individuos infectados con
enterovirus controlan la infeccién con anterioridad a la viremia “mayor” desarrollando una
infeccidon asintomatica, aun cuando la eliminacién del virus por materia fecal persista por
semanas (Pallansch et al. 2001). Los tejidos que seran infectados dependeran de la expresion

de los receptores virales adecuados (Racaniello 2006) (Figura 10).
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4 )

Figura 10. Etapas de la infeccion.

El virus ingresa a través de la via oral y replica en la mucosa orofaringea y amigdalas. A continuacién
ingresa a través del intestino, replicando en las células intestinales. Desde ahi puede ser liberado a la
sangre desde donde puede infectar otros érganos. J

Etapas de la miocarditis viral por CVB

La evolucién de la miocarditis viral murina puede ser dividida en tres fases: una fase virémica
aguda, una fase subaguda de infiltracién y un estadio créonico (Esfandiarei et al. 2008; Corsten

et al. 2012).

La etapa aguda comienza con la unidn del virus a los receptores en la superficie de los

cardiocitos y otras células blanco y su internalizacién. Tanto el dafio proteolitico directo por el

virus y el reconocimiento de motivos virales a través de receptores de la inmunidad innata

como los receptores tipo Toll (TLRs, del inglés Toll like receptors), contribuyen a un aumento en
la expresidn de citoquinas proinflamatorias y antivirales (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a e interferones
tipo | y Il). Estas citoquinas son producidas por células cardiacas residentes, incluyendo
miocitos, fibroblastos, células endoteliales y células dendriticas o DCs (del inglés dendritic cells)
(Fuse et al. 2005) (Figura 11). Los interferones de tipo | (IFN-a e IFN-B) son especialmente
importantes en la respuesta antiviral temprana y cumplen varias funciones en las células
infectadas. En conjunto, esta sefializacién de citoquinas activa los macréfagos residentes y

aumenta la expresiéon de moléculas de adhesion endoteliales, asi como quimoquinas y sus
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receptores, que conducen al reclutamiento de células de la inmunidad innata (Papageorgiou et

al. 2012) como DCs, células NK y macréfagos (Yajima 2011).

La etapa subaguda se caracteriza por la migracién de células inmunes al miocardio,
predominantemente linfocitos T antigeno especificos (Yajima 2011). La eliminacion del virus
comienza con el reconocimiento y la eliminaciéon de células infectadas a partir de la
presentacidn de antigenos virales reconocidos por células T CD8" citotdxicas. Se cree que este
proceso se ve favorecido por la generacion de anticuerpos neutralizantes por células B
activadas (Mena et al. 1999). En esta etapa hay una elevada pérdida de cardiomiocitos, sea a
través de la accion viral o del sistema inmune. La produccidn y liberacidon de citoquinas
proinflamatorias en esta etapa se mantiene elevada (Esfandiarei et al. 2008) (Figura 11). A
pesar de que estas respuestas inmunes son esenciales para la eliminacion del virus, las
reacciones inmunes exacerbadas a través de los linfocitos T citotdxicos o la generacion de
autoinmunidad contra proteinas cardiacas pueden finalmente dafiar a los cardiomiocitos

remanentes.

Finalmente, en la fase crénica la infeccidn viral activa ha sido eliminada en su totalidad, el
mecanismo inflamatorio estd controlado y comienza el proceso de reparacién del miocardio.
Citoquinas antiinflamatorias como TGF-B e IL-10 secretadas por células T regulatorias y
macréfagos promueven la resolucién de la respuesta inmune y el reemplazo del tejido muerto
por cicatrices fibrdticas (Papageorgiou et al. 2012). Esto incluye la restauracién de las
estructuras de la MEC que permiten normalizar la funcién ventricular. Sin embargo, en algunos
casos el RNA y las proteinas virales pueden persistir en el corazén. Esto puede ser asociado a
una inflamacién crénica del tejido que conduce a una fibrosis extensa y disfuncidn ventricular,
gue podria eventualmente evolucionar en CMD (Westermann et al. 2010) (Figura 11). Un
trabajo de Klingel y col., demuestra la persistencia de CVB3 en células B y macréfagos hasta los
42 dpi (Klingel et al. 1996), lo que indicaria que estas células tendrian un rol importante en la

persistencia del RNA viral y la inflamacidn crénica.

[-18



Patogénesis molecular en la infeccion experimental por virus Coxsackie B3

4 N

Figura 11. Etapas de la miocarditis viral.

En la fase aguda el virus ingresa al corazén. La replicacidon viral causa la muerte celular de
cardiocitos, entre ellos cardiomiocitos. Se produce la liberacién de citoquinas proinflamatorias e IFN
tipo I. En la fase subaguda se produce una elevada infiltracion de células inmunes, entre las que se
incluyen linfocitos, macréfagos y células NK. Continuda la muerte celular por la infeccion junto con la
muerte celular causada por la respuesta inmune. En la fase crénica el virus generalmente es
eliminado del tejido, cuando esto no ocurre, se produce inflamacion crénica. Se realiza la reparacién

)

del tejido dafiado, reemplazando las células muertas por tejido fibrotico.

o

5. Replicacidon de CVB en células especializadas

Cardiomiocitos

Se han publicado relativamente pocos estudios sobre la replicacion de CVB en cardiomiocitos
humanos. Sin embargo, se sabe que el virus replica en cardiomiocitos y que si bien usualmente
generaria necrosis en los mismos, en ciertas circunstancias, su genoma persistiria en ausencia
de virus infeccioso y de lisis celular (Kawai 1999; Saffitz 1999). Aunque se observaron
resultados similares en el modelo murino (Klingel et al. 1992), se desconoce cudl es el
mecanismo implicado en ambos casos. La utilizacién de cultivos de células cardiacas para el
estudio de la interaccidon CVB-célula cardiaca en ausencia de la respuesta inmune, entre otros

factores contaminantes presentes en el animal, data de poco mas de 20 afos. En 1985, Kandolf
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y col., demostraron por primera vez que el virus CVB3 podia replicar en células cardiacas
fetales humanas cultivadas (Kandolf et al. 1985). Posteriormente, fue demostrado que dos
CVB3 con distintas propiedades patogénicas inducian lisis en forma similar cuando infectaban

cardiomiocitos murinos en cultivo (Gomez et al. 1993).

Fibroblastos cardiacos

Los fibroblastos cardiacos tienen un papel esencial en la arquitectura y remodelacién de la
MEC cardiaca. Se ha publicado que CVB3 puede replicar en fibroblastos cardiacos humanos en
forma persistente sin producir efecto citopdtico (Kandolf et al. 1985), pero alterando la
expresion de ciertas moléculas que podrian tener un papel en la patogénesis de MV/CMD
(Heim et al. 2000). Sin embargo, se desconoce si la infeccion de fibroblastos cardiacos por CVB
modifica la sintesis y expresidon de las moléculas de la MEC vy si existen diferencias en este

sentido teniendo en cuenta el fenotipo viral.

Macréfagos

En modelos murinos de infeccion por CVB, se ha demostrado que los macréfagos son
componentes importantes de la defensa del huésped en la via de ingreso, limitando la
distribucién del virus a los drganos blanco. También se ha demostrado que son muy

importantes para la eliminacion del virus de los tejidos infectados (Mogensen 1979).

Las infecciones por CVB3 son causantes de MV aguda y crdénica caracterizadas por un
importante infiltrado mononuclear de leucocitos y la necrosis de cardiomiocitos. Debido a que
la experiencia clinica y experimental sugiere que el dafio cardiaco podria resultar de
mecanismos inmunolégicos ademads de los virales, se ha buscado caracterizar la interaccién de
CVB3 con las células del sistema inmune. Se ha podido comprobar la infeccion de monocitos
por CVB3 por inmunofluorescencia y titulacidn viral. La infeccién viral no redujo la viabilidad de
los monocitos, sino que por el contrario, aumentd su adherencia. En forma dosis dependiente,
CVB3 estimuld la liberacion de citoquinas de los monocitos. Mientras que la elevada
produccion de TNF-q, IL-1B e IL-6 fue dependiente de la exposicién a CVB3, la liberacién de IFN
| también fue inducida por el virus inactivado por UV. Los sobrenadantes de los monocitos
infectados por CVB3 presentaron una actividad citotdxica contra células cardiacas, lo que
sugiere que la liberaciéon de citoquinas inducida por CVB3 de parte de los monocitos podria
participar en el daiflo de érganos inducido por el virus, como en la miocarditis (Henke et al.

1992).
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Al tomar los virus y digerir las particulas virales, los macréfagos pueden demorar o evitar la
distribucién de la infeccion a células susceptibles. Sin embargo, si el virus es capaz de replicar
dentro de estas células sin lisarlas, la infeccién puede continuar y permitir el acceso del virus a
los tejidos y el dafio tisular. Dentro de este contexto, surge de vital importancia la necesidad

de caracterizar la relacion de los macréfagos con CVB (Mogensen 1979).

En trabajos previos se ha podido observar un aumento en la mortalidad de animales
deplecionados de macréfagos con silica e infectados con CVB3, sin embargo, aun no se ha
estudiado los titulos virales en los diferentes tejidos o la asociacion del titulo viral con la

patologia asociada (Rager-Zisman et al. 1973).

6. Respuesta inmune, inflamacion, dafio celular y fibrosis

Inmunidad innata

Cuando los virus infectan células, se inician mecanismos defensivos intrinsecos casi
inmediatamente, incluidos aquellos del sistema inmune innato, que provee citoquinas para
frenar la infeccidn viral, y modular la respuesta inmune adaptativa para evitar que la infeccidon
prosiga sin control (Janeway et al. 2002). El sistema inmune innato es activado cuando los
productos virales son detectados por sensores celulares que activan la produccion de IFN-I con
funcidn antiviral. La deteccién es llevada a cabo por receptores unidos a membrana del tipo
TLR (del inglés, toll-like receptor), o por sensores citoplasmaticos como los receptores tipo RIG-
1 o MDA-5 (Yoneyama et al. 2004; Kato et al. 2005; Yoneyama et al. 2007). Por ejemplo, TLR3
reconoce RNA doble hebra, asi como el analogo sintético poly I:C (Akira et al. 2006). La
sefializacion por TLR3 activa el factor de transcripcién factor regulador de interferén 3 o IRF3
(del inglés, interferon regulatory factor 3) y la molécula adaptadora de la via NF-kB, TRIF
(Hoebe et al. 2003; Yamamoto et al. 2003). La sefializacidon por TRIF conduce a la fosforilacion

de IRF3 y el IRF3 activado trasloca al nucleo e induce la expresion IFN-IB (Uematsu et al. 2007).

A pesar de estos mecanismos de defensa innatos, las infecciones virales aun se producen
debido a que los virus codifican en sus genomas proteinas que antagonizan esta y muchas
otras medidas de defensa del huésped. Como ejemplos se pueden nombrar la degradacion de
RIG-1 y MDA-5 en células infectadas por diversos enterovirus (Barral et al. 2007; Barral et al.
2009) y para el caso particular de CVB3, la degradacion de MAVS (otra molécula adaptadora) y
TRIF por la proteasa 3C (Mukherjee et al. 2011) (Figura 12).
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Figura 12. Cascada de sefializacion de la inmunidad innata contra virus a RNA.

La inmunidad innata detecta virus a RNA sean simple o doble hebra. La cascada de sefalizacion
activada conduce a la expresion de citoquinas inflamatorias e IFN-I. La proteasa viral 3C cliva dos
Qoléculas adaptadoras de esta via, disminuyendo los niveles de IFN-IB. )

IFN-I

El IFN-I comprende, en realidad, a un grupo de citoquinas que en el humano incluye 13
subtipos de IFNa, un subtipo de IFN-IB y otros menos caracterizados (Gough et al. 2012). El
IFN-I fue originalmente descripto como un factor secretado por células expuestas a virus que
tornaban a otras células resistentes a la infeccidn viral [revisado en (Borrow et al. 2010)]. Hoy
se acepta que el IFN-I induce la expresidn de cientos de genes como parte de un elaborado
programa antimicrobiano para combatir infecciones en todas las células nucleadas, proceso

denominado inmunidad auténoma celular (Macmicking 2012). A partir de hallazgos recientes
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se han comenzado a asignar propiedades funcionales a nuevas proteinas efectoras del IFN-I,
gue no solo restringen virus sino también bacterias y protozoos en diferentes compartimientos
subcelulares y en diferentes estadios del ciclo vital del patégeno (Brass et al. 2009; Kumar et al.
2010; Schoggins et al. 2011). El IFN-I media estas actividades a través de un receptor
heterodimérico (IFNAR), que se expresa en la superficie de la mayoria de las células y gatilla
una cascada de sefiales intracelulares que resultan en la expresion de mdultiples genes

estimulados por IFN o ISGs (del inglés, interferon stimulated genes).

En relacién a su rol en la MV, la administracién de IFN-IB reduce las lesiones en miocardio
cuando es administrado en la fase aguda de la miocarditis inducida por CVB3 (Lutton et al.
1985). Por el contrario, la inhibiciéon de IFN-IB disminuye la enfermedad cuando se realiza en
un estadio mas tardio, sugiriendo que los efectos favorables del IFN-I son dependientes del
tiempo (Lutton et al. 1985). En animales knock out (KO) del gen de IFN-IB (Deonarain et al.
2004) o del receptor de IFN-I (Wessely et al. 2001) se observé una disminucion en la
supervivencia. Llamativamente, a pesar de que los KOs también presentaron mayor dafio
cardiaco, los niveles virales cardiacos no se ven alterados a pesar de una elevada replicacion en
higado, que podria ser la causa de la elevada mortalidad. En trabajos previos se observé que
los niveles de IFN-IB en ratones C57BL/6 justificaban su menor susceptibilidad a la infeccién

por CVB3 al compararlos con ratones de la cepa A.BY/SnJ (Jakel et al. 2009).

Células de la respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata provee una respuesta rdpida no especifica al dafio tisular y las
infecciones. Reconoce patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPs (del inglés
pathogen associated molecular patterns) sea por proteinas circulantes del Complemento, que
neutralizan patégenos extracelulares, o por TLRs celulares, llevando a la activacion de cascadas
de sefializacion. Las células no inmunes o las células de la inmunidad innata (incluyendo
monocitos-macréfagos, DCs o células NK) interactian entre ellas a través de una amplia
variedad de citoquinas, incluyendo IFN tipo | y Il. Muchos de estos aspectos han sido
manipulados experimentalmente con una amplia variedad de efectos protectivos o dafiinos en

el contexto de la miocarditis viral (Corsten et al. 2012).

Las proteinas del Complemento, como efectores inmediatos de la defensa innata
antimicrobiana, parecen tener efectos protectores en el corazon, ya que ratones deficientes en

receptores de las mismas muestran un aumento en el dafio cardiaco y la infiltraciéon de
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macrofagos durante la infeccién por CVB3 (Fairweather et al. 2006). Las células NK son
también importantes para la proteccidon del corazén al eliminar selectivamente las células
infectadas y la deplecion de las mismas antes de la infeccién por CVB3 conduce a un aumento
en los titulos virales en el corazdn, junto con una agravada degeneracion de miocitos (Godeny
et al. 1986). Por el contrario, la deplecién de varias células de la inmunidad innata por
administracién de anticuerpos contra Mac-1 (expresado en monocitos, macréfagos y células
NK) reduce tanto los niveles virales como la inflamacién cardiaca luego de la infeccidon por
EMCV (Hirasawa et al. 1996), indicando que las células del sistema inmune distintas de las NK
no serian tan beneficiales para el huésped. Los macroéfagos, que representan las células mas
abundantes en lesiones inflamatorias durante la fase aguda (Klingel et al. 1992) podrian ser
responsables de este efecto. Es importante destacar que el dxido nitrico o NO (del inglés, nitric
oxide), el cual es secretado en grandes cantidades por macrdfagos y neutrdfilos, participa en la
patogénesis de la MV ya que el bloqueo genético o farmacoldgico del mismo resulta en titulos

virales aumentados y una enfermedad agravada (Lowenstein et al. 1996; Zaragoza et al. 1998).

Macrdfagos en la respuesta inmune

Los macrofagos tienen un rol crucial en la respuesta inmune innata y adaptativa a patégenos, y
son mediadores criticos de los procesos inflamatorios. Durante la infeccidn, los procesos
inflamatorios son cruciales para la eliminacién de patdgenos. Sin embargo, la inflamacién
también se asocia a procesos deletéreos en el ambiente tisular, y por lo tanto debe ser
reprimida para permitir una cicatrizacion completa. Los macréfagos, también participan en la
resolucion de la inflamacién al producir citoquinas y quimioquinas anti-inflamatorias (Tabla 1)
y eliminando los restos celulares. Los macréfagos por lo tanto, pueden exhibir propiedades pro
y antiinflamatorias, dependiente el estadio de la enfermedad y las sefiales recibidas, como por

ejemplo el balance inflamatorio en el microambiente (Laskin et al. 2011).

Desde la introduccion del concepto de macréfagos alternativamente activados en 1992 (Stein
et al. 1992), los macréfagos han sido clasificados en dos grupos, macrofagos tipo |,
clasicamente activados o CAM® (del inglés, classically activated macrophages), que son
efectores proinflamatorios, y los macréfagos tipo I, alternativamente activados o AAM® (del

inglés, alternative activated macrophages) que exhiben propiedades antiinflamatorias.

Los macréfagos constituyen una poblacién muy diversa en relacién a su funcion y fenotipo.

Tradicionalmente, se aceptaba que el IFN-y derivado de respuestas Thl era el principal
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activador de respuestas de macréfagos inducidas por células T, conduciendo a un aumento en
los niveles de diversas moléculas, incluyendo MHC clase Il, iNOS, e IL-12, para la destruccién de
microorganismos (Adams et al. 1984). En contraste a la activacidn por IFN-y, las citoquinas, IL-4
e IL-13, asociadas a respuestas Th2, inducen la expresién de otras moléculas como Arginasa,
YM1, o el receptor de manosa. Los AAMO® contrastan con los CAM®, no sélo en el fenotipo
sino también en la funcién (Cihakova et al. 2008) (Figura 13) (Tabla 1) ya que catalizan la
reparacion de la MEC dafiada, un proceso que ocurre en las fases finales de la inflamacion

(Classen et al. 2009).

4 )

Figura 13. Vias de activacion de macrdéfagos.

Los macrofagos CAM® presentan un fenotipo proinflamatorio con el objetivo de eliminar los
patogenos del organismo, conduciendo como consecuencia al dafio tisular. Los AAMQO, tienen un
fenotipo antiinflamatorio, controlando la respuesta inflamatoria y mediando la reparacion del tejido

Qaﬁado. )
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Tabla 1. Vias de activacion de macréfagos y citoquinas asociadas.

Activacion Citoquinas Funci6n
. IFN-y Sefial de activacion a través de IFNyR
Clasica
Fenotipo Th1 IL-8 Factor quimiotéctico
Promueven la TNF-a Actividad pro-apoptdtica
inflamacion, la X .
iNOS Efector citotoxico

destruccion de ECM y la

apoptosis Enzimas proteoliticas que degradan colagenos,
MMP-1, -2, -9 and -12 elastina, fibronectina y otros componentes de la
ECM.
MDC/CCL22
Alternativa PARC/CCL18
Fenotipo Th2 TARC/CCL17 Citoquinas anti inflamatorias
Promueyfen la IL-1ra
generacion de ECM, la
proliferacion celulary IL-10
la angiogénesis TGF-p Promueve la generacion de ECM al activar
fibroblastos a producir componentes de ECM
Arginasa | Produce prolina y poliaminas que promueven la

generacion de ECM vy la proliferacion celular

Los AAM® expresan un repertorio molecular que conduce a la tolerancia y a la resolucion de la
inflamacidn, y presentan una elevada capacidad fagocitica (Stein et al. 1992). Estas células
pueden ser observadas durante la fase de recuperacion de la inflamacién aguda (Topoll et al.
1989), en enfermedades inflamatorias crénicas como la artritis reumatoide (Szekanecz et al.
1994), psoriasis (Djemadji-Oudjiel et al. 1996), y en cicatrizacion de heridas (Goerdt et al.
1993). Los AAMO se encuentran abundantemente en la placenta humana (Mues et al. 1989),
donde contribuyen a la proteccion del feto, y en el pulmdn (Van den Heuvel et al. 1999), donde
evitan reacciones inflamatorias no deseadas a microorganismos no patogénicos. Se ha
sugerido que los AAMO participarian en las tres fases de la cicatrizacidn: la disminucién de la
inflamacidn, la angiogénesis y la eliminacion de restos de tejido y cuerpos apoptoticos (Fadok

et al. 1998; Goerdt et al. 1999).

En el tejido inflamado, no se sabe si los AAM® que aparecen durante la fase de recuperacion
(Goerdt et al. 1999) se originan de nuevos monocitos reclutados o surgen de un cambio en el
estado de activacion de macrdfagos previamente proinflamatorios. De hecho, una plasticidad
en la activacion permitiria el involucramiento, en la fase de recuperacién, de las mismas
células que participaron en la inflamacidn, con una ventaja obvia de la eficiencia y velocidad de

recuperacion (Porcheray et al. 2005).
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Recientemente fue demostrado que los macréfagos, que producen abundantes citoquinas
proinflamatorias, contribuyen significativamente a la inflamacién cardiaca y el dafio durante la
miocarditis en ratones BALB/c, justificando la susceptibilidad aumentada en machos (con

mayor proporcién de CAMO®s en corazon) comparado con las hembras (Li et al. 2009).

La deplecion de macréfagos mediada por liposomas se basa en la introduccién y acumulacion
de moléculas pequeiias y altamente hidrofilicas en macréfagos con ayuda de liposomas. El
diclorometileno bifosfonato disddico (clodronato) es una molécula muy hidrofilica de carga
negativa que puede ser disuelta en agua a altas concentraciones. Como consecuencia, puede
ser encapsulada en liposomas con alta eficacia. Una vez encapsulado, no puede escapar
facilmente del liposoma, al ser incapaz de cruzar la bicapa lipidica. Luego de la administracion
de estos liposomas in vivo, estos son fagocitados por los macréfagos. La fusion con lisosomas
conducird a la digestion del liposoma por las enzimas lisosomales, liberando el clodronato
dentro de la célula. A medida que los macréfagos ingieran mas liposomas, iréa aumentando la
concentracién de clodronato dentro de la célula, hasta que conducird a la muerte del
macrofago por apoptosis (Van Rooijen et al. 1994; van Rooijen et al. 1997; van Rooijen et al.

2010) (Figura 14).
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Figura 14. Mecanismo de deplecién.

A) Esquema de liposomas con clodronato; B) mecanismo de deplecién: |) Los macréfagos fagocitan
los liposomas con clodronato, I1) y I11) las vesiculas formadas se fusionan con lisosomas; IV) la fusion
con lisosomas conduce a la liberacidon del clodronato en el interior de los macréfagos; V) el

Qodronato liberado conduce a la muerte celular.

Fibroblastos y fibrosis

En el corazén de los mamiferos, la funcién cardiaca es regulada por la interaccidon dinamica
coordinada entre dos tipos celulares principales, los cardiomiocitos y los fibroblastos cardiacos,
gue en conjunto representan el 90% de las células presentes en el miocardio. Los fibroblastos,
gue representan un 60-70% del total de las células en el corazédn humano, son la fuente
principal de componentes de la MEC que regula la estructura del corazén, y en consecuencia,
las diversas sefiales mecanicas y quimicas entre los componentes celulares y no celulares. Los
cardiomiocitos, a pesar de ser menos numerosos, ocupan mucho mas volumen en el corazény
son las células contractiles que proveen la fuerza mecdanica. A su vez, los fibroblastos son

criticos no solo para la funcidn normal del miocardio, sino también en la remodelaciéon que
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ocurra en respuesta a cambios patoldgicos, como la hipertension, el infarto de miocardio o la

falla cardiaca (Fowler et al. 2006; Porter et al. 2009).

Mucho de los efectos funcionales de los fibroblastos estdn mediados a través de su
diferenciacién a miofibroblastos, células que expresan proteinas contrdctiles, incluyendo alfa
actina de musculo liso o a-SMA (del inglés, smooth muscle actin), y presentan propiedades
migratorias, proliferativas y secretorias aumentadas. Asimismo, los miofibroblastos responden
a citoquinas proinflamatorias (incluyendo TNF-a, IL-6), TGF-B, péptidos vasoactivos y

hormonas (Porter et al. 2009).

La fibrosis cardiaca, que se caracteriza por el depdsito en exceso principalmente de colageno
tipo |, comienza a observarse en ratones susceptibles infectados con CVB3 a partir del dia 12-
15 pi (Lang et al. 2008). Los fibroblastos tendrian un rol muy importante en la formacién de
MEC durante esta patologia, ya que la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos
conduce a que estas células aumenten la sintesis de proteinas de la MEC, entre las que figuran

Colageno |y a-SMA.

Los miofibroblastos y TGF-p son probablemente elementos claves en el desarrollo de la fibrosis
cardiaca. Los miofibroblastos normalmente pueden observarse a nivel pericardico,
perivascular, y endomiocardico, en los lugares de infarto de miocardio, y en la fibrosis cardiaca

inducida en animales mediante la infusidn de angiotensina Il o aldosterona (Petrov et al. 2002).

Se ha observado un aumento en la concentracién de TGF-B en los sitios de fibrosis cardiaca y
una disminucién de la fibrosis en ratones deficientes de TGF-f o durante el tratamiento de
ratas con anticuerpos contra TGF-B. Estos datos, junto con el hecho de que TGF-B estimula la
produccidon de coldgeno en fibroblastos cardiacos en cultivo sugieren que TGF-f y los
miofibroblastos pueden implicarse en el recambio de colageno tisular sin importar el sitio o la

naturaleza del dafio dentro del corazén (Petrov et al. 2002).

Daiio cardiaco

La compleja patofisiologia de la miocarditis viral involucra tanto un dafio y disfuncién directo,
mediado por el virus, e indirecto, mediado por la respuesta inmune. La respuesta inmune es
esencial para la eliminacién del virus y la recuperacion de la homeostasis tisular. Sin embargo,
durante este proceso, el sistema inmune contribuye a la inflamacidn cardiaca, la necrosis y la

disfuncion ventricular, directamente a través de la eliminacién de células cardiacas inflamadas,
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asi como indirectamente a través de la accién de citoquinas proinflamatorias en la funcién de

los cardiomiocitos (Westermann et al. 2010).

Galectina 3

Diversos mecanismos celulares y moleculares estan involucrados en la respuesta inmune
innata. Entre estos mecanismos se incluye la identificacién de un amplio repertorio de
receptores asociados a reconocimiento de patrones o PRRs (del inglés pattern recognition
receptors), que son capaces de discriminar entre PAMPs y patrones moleculares asociados al
peligro o DAMPs (del inglés danger associated molecular patterns) que ayudan a iniciar las
respuestas inmunes (Trinchieri et al. 2007). Estos diversos receptores comprenden un amplio
rango de PRRs de seiializacidon, como los TLRs, y PRRs enddgenos, que promueven la union,

fagocitosis y destruccién de organismos.

Dentro de este escenario complejo, las galectinas han surgido como lectinas solubles capaces
de identificar hidratos de carbono presentes en microorganismos y tumores. Las galectinas son
proteinas de unidn a glicidos con multiples roles en las respuestas inmunes innata y
adaptativa. Se han identificado al menos 15 galectinas en mamiferos, la mayoria de amplia
distribucién tisular (Rabinovich et al. 2007). Dentro del sistema inmune, las galectinas se
expresan en casi todas las células inmunes, sea de forma constitutiva o regulada en
macrofagos inflamatorios, DCs, mastocitos, células NK y células T regulatorias (McChesney et
al. 1987; Hiraoka et al. 1996; Koopman et al. 2003). Las galectinas comparten al menos un sitio
de reconocimiento de carbohidratos conservado o CRD (del inglés, carbohydrate recognition
domain) de unos 130 aas que media la unidn a carbohidratos. Una clasificacién tradicional
basada en similitudes estructurales incluye: galectinas prototipo (galectina-1, 2, 5, 7, 10, 11,
13, 14 y 15) que tienen un CRD y se encuentran en forma de mondmeros o dimeros; galectinas
del tipo repeticion en tandem (galectina-4, 6, 8, 9 y 12) que incluyen dos CRDs separados por
una union de hasta 70 aas; y el tipo quimera (galectina 3 o Gal-3) que contiene un CRD

conectado a una regién N terminal no lectina (Cerliani et al. 2011).

A pesar de que las galectinas no contienen una sefal de secrecidn cldsica, algunas galectinas se
encuentran en el compartimiento extracelular y son liberadas a través de vias poco comunes
gue necesitan de la actividad de unién a carbohidratos intacta. Una vez externalizadas, las
galectinas pueden unirse a multiples patrones de glicosilacion diversos en patogenos o células

y activar la respuesta inmune innata (Cerliani et al. 2011). Dada la habilidad de Gal-3 de
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asociarse con macréfagos (Dong et al. 1997), la interaccién de Gal-3 con diferentes patégenos
podria no solo facilitar la activacion de la respuesta inmune sino también mediar el

reconocimiento por células fagociticas y la eliminacion.

La Gal-3 es una lectina animal de 30 kDa que une B-galactosidos (Ho et al. 1982) altamente
expresada y secretada por macroéfagos (Sato et al. 1994; Liu et al. 1995). Su expresion aumenta
cuando los monocitos se diferencian a macréfagos (Liu et al. 1995) y disminuye cuando los
macrofagos se diferencian a DCs (Dietz et al. 2000). Mas aun, se ha podido observar que Gal-3
es un potente mitdégeno de fibroblastos in vitro (Moutsatsos et al. 1987; Inohara et al. 1998;
Sasaki et al. 1999) y trabajos previos han demostrado que esta proteina regula la activacién de
fibroblastos a miofibroblastos in vivo en modelos de fibrosis hepdtica y renal (Henderson et al.
2006; Henderson et al. 2008). Gal-3 consiste en un CRD de tipo galectina C-terminal, un
pequeio dominio N-terminal, y un dominio repetido en el medio rico en prolina, glicina y
tirosina (Figura 15). Gal-3 se une a laminina, IgE, y algunos otros ligandos a través de su CRD. El
N terminal y los dominios repetidos de Gal-3 le confieren su habilidad de agregarse y
entrecruzar ligandos (Mey et al. 1996). Recientemente se ha descrito la capacidad de Gal-3 de
unir dos tipos de lipopolisacaridos (LPS) a través de sitios de interaccién diferentes en los

extremos N y C terminal (Mey et al. 1996).

Figura 15. Dominios de Galectina-3.

El dominio N terminal es de 20 aas, el dominio R es un elemento repetitivo
rico en Prolina, Glicina y Tirosina, mientras que C representa el dominio C
terminal.

La amplia expresion de galectinas por macréfagos junto con su localizacion en ambientes
inflamatorios sugieren que estas proteinas jugarian un rol en modular el funcionamiento de los
macréfagos. Por ejemplo, la exposicion de macréfagos a Gal-1 induce un fenotipo de AAMO®
con un aumento en la expresion de Arginasa y una disminucion en los niveles de IL-12 (Correa
et al. 2003) y aumenta los niveles de IL-10 en macréfagos infectados por parasitos (Zuniga et
al. 2001). Por el otro lado, Gal-3 juega un rol multifacético en relacién con los macréfagos (Liu
et al. 1995), viéndose aumentada tanto en CAM® (Novak et al. 2011) como en AAMO®

(MacKinnon et al. 2008). De hecho, Gal-3 actiia como quimioatractante para macréfagos (Sano
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et al. 2000) e induce la produccién de especies reactivas de oxigeno por macréfagos y
monocitos (Liu et al. 1995; Greenwald et al. 2009). Por lo tanto, las galectinas pueden afectar
las funciones antimicrobianas, proinflamatorias o regulatorias de los macréfagos en la

conjuncién entre las respuestas inmunes innata y adaptativa (Cerliani et al. 2011).
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B. Objetivo general

Estudiar los mecanismos patogénicos moleculares en tipos celulares claves en la infeccién

experimental por CVB3.

Objetivos especificos e hipodtesis de trabajo

1. Estudiar la expresion de los receptores celulares y su correlacion
con la susceptibilidad a la infeccion por virus Coxsackie B (CVB) en

células cardiacas murinas y humanas y en ratones de distintas cepas

Acorde a trabajos previos (Kandolf et al. 1985; Gomez et al. 1993), los cardiomiocitos murinos
y humanos son susceptibles a la infeccién por CVB. Partiendo de la hipdtesis que la
susceptibilidad a la infeccidon correlaciona con la expresién del o los receptores virales, se
propone estudiar en modelos in vitro de cardiomiocitos humanos derivados de células
embrionarias madres totipotenciales (hESC-C) y en cardiomiocitos murinos recién nacidos y
adultos, la infeccién con CVB a nivel de la replicacién viral, y la sobrevida celular y su

correlacidn con los niveles de expresion del receptor viral CAR y DAF, en el caso humano.

Asimismo se buscard determinar si existen cambios en los niveles de CAR entre distintas cepas
de ratones y la asociacidn de estos eventuales cambios con la susceptibilidad a la infeccion
viral. Para ello se procederd a inocular ratones de distintas cepas con CVB3 para determinar en
los mismos los niveles de replicacidn viral en corazén; el grado de injuria tisular y los niveles

tisulares de CAR.

Estos estudios podran determinar la susceptibilidad de hESC-C a la infeccion por CVB3, Ia
correlacidon con la expresiéon de los receptores y las eventuales diferencias en el sistema
murino donde DAF no es utilizado y clarificar el rol de la expresién de CAR en la miocarditis y si
aquellas cepas de ratones que expresan mas o menos CAR son mas o menos susceptibles a la

replicacién viral y a la subsecuente enfermedad.
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2. Estudiar la infeccion de macrofagos por CVB

Considerando como hipdtesis de trabajo que los macréfagos juegan un rol esencial en la
miocarditis y sus secuelas, se intentara caracterizar la infeccion de CVB3 en macréfagos
teniendo en cuenta los niveles de replicacion viral, el estado de activacion y/o diferenciacién
celular y el efecto en la sintesis de moléculas con eventual rol en la patogénesis de la infeccidn

por CVB3.

3. Estudiar el rol de macréfagos en la miocarditis viral y la fibrosis

Partiendo de la hipdtesis ya mencionada, se analizara el rol de los macréfagos en la replicacién
de CVB3 in vivo y su estado de activacidon en los distintos estadios de la infeccion viral.
Asimismo se buscard correlacionar la activacion de macréfagos, la expresién de Gal-3 y la
activacion de fibroblastos con la fibrosis cardiaca y las consecuencias por la deplecién de

macroéfagos.

1-34






Patogénesis molecular en la infeccion experimental por virus Coxsackie B3

Materiales y métodos

Materiales, reactivos, soluciones

Bacterias

Para la amplificacion de los plasmidos se utilizé la cepa de Escherichia coli DH5a™, que posee
el siguiente genotipo: F- $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR17 (rk-,
mk+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl tonA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Lineas celulares

La linea celular Hela fue obtenida de la Asociacién Banco Argentino de Células (ABAC). Las
células Vero fueron obtenidas del Servicio Cultivo de Tejidos INEI/ANLIS "Carlos G. Malbran".
Las células de macréfagos murinos J774.1 fueron provistas por el Dr. Martin Rumbo, LISIN,

Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

Medios de cultivo

Para el crecimiento de bacterias se utilizé medio LB liquido o sdélido. Este medio se prepard con
Triptona 10 gr/It, extracto de levadura 5 gr/It y NaCl 10 gr/l. Para la preparacion de LB sdlido,

se agrego ademas 15 gr/It de Agar-Agar.

Para el cultivo de células eucariotas se utilizé el medio DMEM. Para la titulacién por placa se
utilizé el medio DMEM 2X. Todos fueron realizados a partir del medio comercial MEM
(Invitrogen). Para el medio DMEM se utilizaron 9,61 gr/It de MEM (Gibco), 2,2 gr/It de NaHCO;
(Sigma, Argentina), 3,5 gr/It de glucosa (Gibco) y 2mM de Glutamina (Sigma, Argentina)
llevando a un pH final de 7,4, mientras que para el medio DMEM 2X se duplicaron las
concentraciones del medio DMEM. En caso de necesitarlo se adiciond Gentamicina 50 pg/ml.
Para permitir el crecimiento celular los medios se suplementaron con distintas
concentraciones de suero fetal bovino (SFB, Bioser, Argentina), 2% o 10%, segun se buscara el
mantenimiento o el crecimiento del cultivo, respectivamente. Para repicar y sembrar las
células se utilizé una solucion de Tripsina (Invitrogen) 0,25% p/v y EDTA (Sigma, Argentina)

0,05M en PBS.
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Obtencidon de stocks virales
MiniPrep

Los plasmidos pBSKSH3 y pMKS1-eGFP conteniendo el genoma completo del virus Coxsackie
B3 (cepa H3) con propiedades miocarditicas (Knowlton et al. 1996) o CVB3-eGFP, con
propiedades fluorescentes (Feuer et al. 2002) respectivamente, fueron provisto por el Dr.
Bergelson, Instituto de Investigacién del Hospital de Niflos de Filadelfia, Universidad de
Pensilvania, EEUU. Los stocks de virus purificados fueron producidos por transfeccién de los
respectivos RNAs en células Hela. Las alicuotas de los virus fueron tituladas en células Vero y

mantenidas a -80°C hasta su uso.

Brevemente, los pldsmidos codificantes para CVB3 y CVB3-eGFP (Figura 16) fueron
electroporados en bacterias E. Coli DH5a utilizando un electroporador GenePulser BioRad con
un voltaje de 2,2 kV, resistencia de 200 Q y una capacitancia de 25 uF. Luego de la
electroporacion las bacterias se incubaron 1 h a 372C y luego se sembraron en placas de LB
conteniendo el antibiético ampicilina, y se incubaron a 3792C ON. Al dia siguiente, se utilizaron
las colonias obtenidas para realizar estrias en otra placa de LB con ampicilina y para hacer
cultivos en LB liquido con Ampicilina, los cuales se dejaron crecer toda la noche a 372C a una

agitacion de 200 rpm a fin de realizar las MiniPreps de DNA.

4 )

Figura 16. Esquema plasmidos.
Mapa de caracteristicas de pBSKSH3 y pMKS1-eGFP. Recuadrado en rojo se indican las enzimas de
restriccidn utilizadas para linealizar ambos plasmidos. )

NG

La purificacién de DNA plasmidico se efectud por el método de lisis alcalina (Raya et al. 2008).

Para ello se crecieron bacterias E. coli DH-5a en medio LB hasta saturacidon con ampicilina. Se
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centrifugd 1 ml de estos cultivos a 14.000 rpm durante 1 min en un microtubo de 1,5 ml y se
descarté el sobrenadante. Este procedimiento se repitié tres veces sobre el mismo microtubo.
Se afiadieron 200 pl de Solucién | (Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM (pH=8) EDTA 1 mM) al
sedimento obtenido y se lo resuspendié con vortex. Se agregd 400 ul de Solucidn Il preparada
en el momento (NaOH 0,2 N; SDS 1%). Después se invirtié suavemente el tubo 3 veces o hasta
observar la clarificaciéon de la suspension y se incubd en hielo durante 5 min. Luego se
neutralizé el pH con 300 ul de Solucién Il (AcK 5M pH=4.8) y se incubd durante 10 min en
hielo. Luego se centrifugd 20 min a 13.500 rpm y se extrajo el sobrenadante (DNA plasmidico)
tratando de no tomar el sedimento de DNA cromosomal, restos celulares y proteinas
acomplejadas con el SDS. Los RNAs de esta solucidn se degradaron por incubacién con RNasa A
(20 pg/ml) durante 1 h a 372C. A continuacidn se agregé al sobrenadante 10 pl de una solucién
de Silica (Geneclean Bio 101 Inc.) y se dejé 10 min a temperatura ambiente (TA) para permitir
el pegado a la Silica. A continuacidn se centrifugd la solucion y se lavd el precipitado dos veces
con 500 pl de la solucidn de lavado (NaCl, etanol y agua). Finalmente, se agregaron 20 pl de
agua bidestilada estéril y se incubd por 10 min a 602C para permitir el despegado del DNA de la
Silica. Finalmente, se corrié el DNA en un gel de agarosa 1% p/v para confirmar la integridad

(Figura 17).

4 )

Figura 17. MiniPreps de plasmidos pBSKSH3 y pMKS1-eGFP.
Calle 1, marcador de peso molecular A/Hindlll; calles 2-4, MPs representativas de pBSKSH3; calles 5-

Q, MPs representativas de pMKS1-eGFP; calle 8, marcador de peso molecular A/Hindlll. J

Los plasmidos pBSKSH3 y pMKS1-eGFP fueron linealizados con 1 pl (10 U) de las enzimas Xhol y
Clal, respectivamente, en el buffer correspondiente y con el agregado de BSA 1 mg/ml a 372C

ON. Los productos de digestion fueron analizados en un gel de agarosa 1% p/v.
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A continuacidn las digestiones se extrajeron con una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y luego se precipitd con etanol absoluto e isopropanol. Las digestiones se
visualizaron en geles de agarosa 1% p/v (Figura 18), cuantificados utilizando un
espectrofotometro Spectrophotometer ND-100 (Nanodrop Technologies Inc.) y utilizadas

como molde para la transcripcion in vitro.

4 )

Figura 18. Digestion plasmidos pBSKSH3 y pMKS1-eGFP.

Calle 1, pBSKSH3 + Xhol, calle 2 marcador de peso molecular
AMHindlll; calle 3, pMKS1-eGFP + Clal; calle 4, marcador de
peso molecular A/Hindlll. )

Transcripcion in vitro

La mezcla de la reaccién consistié en 5 ug de DNA del plasmido linearizado, T7 RNA polimerasa
(Promega) 0,4 U/ul, DTT 10 mM, inhibidor de RNasas RNase OUT (Invitrogen), 1 U/ul, Buffer de
transcripcidon 5X (Promega), rNTPs (0,25 mM de cada uno) y agua hasta completar 50 pl. La
mezcla de la reaccién se incubdé por 2 hs a 37°C. La integridad del RNA obtenido fue
confirmada por observacion en geles de agarosa 1% p/v y semicuantificado comparando con
las bandas del patron de peso molecular (Lambda/HindIll, PB-L) utilizando el programa

LabWorksTM 4.6 (Image Acquisition and Analysis Software) (Figura 19).
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Figura 19. Transcripcion in vitro de pBSKSH3 y pMKS1-eGFP.

Calle 1, marcador de peso molecular A/Hindlll; calle 2, pBSKSH3 digerido; calle 3,
transcripto de pBSKSH3; calle 4, transcripto de pMKS1-eGFP; calle 5, pMKS1-eGFP
digerido; calle 6, marcador de peso molecular A/HindlIl.

S J

Transfeccion y electroporacion

El RNA obtenido de la transcripcion in vitro fue utilizado para transformar células Hela
utilizando Lipofectamina (Invitrogen) para CVB3 o por electroporacidn para el caso de CVB3-

eGFP.

La transfeccion con Lipofectamina se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se incubd 1 pl de Lipofectamina con 25 ul de medio DMEM sin SFB ni antibidtico
por 30 min a TA. Luego se agregaron a la mezcla otros 25 pl de medio con 400 ng del RNA a
transfectar y se mezclé suavemente por pipeteo. Luego de una incubacién de 15 min, se le
agregd a la mezcla 150 pl del medio y se colocé sobre las células lavadas previamente con el
mismo medio. Las células se dejaron por 5 hs en estufa a 372C y con 5% CO2 y a continuacién

se les agregé medio DMEM con 10% SFB.

La electroporacion se realizd tripsinando las células y lavandolas dos veces con PBS antes de
resuspenderlas en 500 pl de PBS frio por tratamiento a una concentracion de
aproximadamente 1x10° cel/ml. Las células se colocaron en una cubeta de electroporacién de
0,4 mm de distancia entre los electrodos y se incubaron por 10 min en hielo con el RNA (unos 4
pg por electroporacién). Transcurrido ese tiempo se electroporaron en un Electroporador
Gene Pulser (BioRad) a un voltaje de 1,5 kV, una capacitancia de 25 pF y resistencia infinita.
Luego de la electroporacidn las células se dejaron otros 10 min en hielo para luego sembrar en

placas de 6 wells con medio de crecimiento.
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En ambos casos, las células transformadas se mantuvieron en cultivo hasta la aparicién de
efecto citopdtico (CPE) (Figura 20) u observacion de fluorescencia (Figura 21). Aquellos
sobrenadantes que indujeron CPE en las células se continuaron amplificando por sucesivos
pasajes en células Hela. Finalmente, las células se cosecharon y titularon en células Vero por el
método de dosis infectiva en cultivo de tejidos o TCIDsq (del inglés, tissue culture infective
dose), la cual evalua la cantidad de virus que es capaz de producir cpe en el 50% de las células

infectadas. Los titulos obtenidos fueron alrededor de 1,1 x 10° TCIDso/ml.

4 )

Figura 20. Efecto citopatico en células transfectadas con RNA de pBSKSH3.
A) Células tratadas con Lipofectamina sin RNA, luz blanca; B) Células tratadas con Lipofectamina y
RNA de pBSKSH3, las células redondeadas y de distinta refrigencia son aquellas que presentan efecto

citopatico.
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4 )

Figura 21. Microscopia de fluorescencia de las células transformadas con CVB3-eGFP.
A) Células electroporadas sin RNA, luz blanca; B) Idem, luz 488 nm; C) Células electroporadas con
RNA de CVB3-eGFP; D) Idem, luz 488nm.

N J

Titulacion por dosis de cultivo de tejidos infectiva 50 (TCID50/ml)

Para la titulacidn por TCID50, se sembraron placas de 96 wells con 180 ul de medio con células
Vero por well en una concentracién de 1 x 10° cel/ml. Luego se agregaron 20 pl del virus a
titular a la primera fila de células. A continuacién, se mezclaron las células con el virus y 20 pl
de la solucidn resultante se transfirieron a la siguiente fila de wells. Este proceso se repitio en
las 8 filas de wells de la placa. Las placas se dejaron a 372C hasta 7 dias y se evaluo el efecto

citopatico (CPE) dia a dia. El titulo se expresé aplicando la siguiente férmula (Reed et al. 1938).

% de wells infectados en una dilucién por encima del 50% - 50%

% de wells infectados en una dilucion < 50% - % de Wells infectados en la dilucién siguiente
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h = factor de dilucion (de 10 en 10)

Titulo 50% punto final (TCID50) = 10 '°8iucion < 30%- (I xlogh)

1
volumen titulado x TCID50

TCID50/ml=

Titulacion por placa

Para la titulacién por placa se sembraron 3 ml de células Vero a una concentracién de 1 x 10°
cel/ml en placas de 6 wells y se dejaron adherir y crecer toda la noche. A continuacidn, las
células se lavaron con PBS para retirar los restos de medio de cultivo, ya que el SFB disminuye
la eficiencia de infeccion. Luego del lavado, las células se infectaron con 500 pl de la dilucidon
del virus a utilizar realizada en PBS durante 1 h a 372C agitando cada 10 min. Transcurrido ese
lapso, las células se lavaron nuevamente con PBS para luego incubarlas con 3 ml por well de
una solucion 1:1 de medio DMEM 2X con 4% SFB y metilcelulosa 1,6%. Transcurridas 48 hs, las
células se fijaron con paraformaldehido (PFA) 4% y se tifieron con una solucidn 1% de cristal
violeta en etanol. Se contaron las placas en cada well y se expresé el titulo en PFU/mI

corrigiendo por el volumen titulado y la dilucién utilizada.

Aislamiento de cardiomiocitos murinos

La produccion de cultivos de cardiomiocitos de ratones recién nacidos murinos ha sido
descripta previamente (Gomez et al. 1993). Brevemente, unos 10 animales C3H/HeJ de unas
48 hs de edad fueron sacrificados en camara de CO, y se les extrajo el corazén en el buffer de
extraccién de cardiomiocitos o CIB (del inglés cardiomyocite isolation buffer) (NaH2PO, 0,35
mM, MgSO, 1,05 mM, Hepes 10 mM, Glucosa 11 mM, KCI 4,69 mM, NaCl 146,2 mM) + EGTA
(0,2 mM) y se procedid a la disgregacion mecanica de los mismos. A continuaciéon los restos
celulares se centrifugaron a 500 x g por 10 min y se resuspendieron en una solucién de CIB +
Ca (50 uM) + Tripsina (0,06 mg/ml) y se incubaron a 372C por 10 min. Este paso se repitioé una

vez mas descartando en ambos pasos el sobrenadante luego de la centrifugacion.

A continuacidn los restos de tejido se resuspendieron en 10 ml de la solucién CIB + Ca (50 uM)
+ Colagenasa Il (Sigma, Argentina) (0,5 mg/ml) y se incubaron a 372C por 10 min. Transcurrido
ese tiempo, y sin centrifugar, se transfirié el sobrenadante a un tubo cénico de 50 ml sobre
hielo con 20 ml de la solucidon Cal (50 uM) + seroalbimina bovina (BSA, 1 mg/ml). Los pasos de

disgregacion con Colagenasa se repitieron 3 veces mas, colectando en cada oportunidad los
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sobrenadantes sobre solucién de Cal. Una vez terminados los pasos de disgregacién se
centrifugaron las células (500 x g por 10 min) y se resuspendieron en medio DMEM con 10% de

SFB. Los cardiomiocitos se sembraron en placas multiwells por 48 hs antes de ser utilizados.

Para el aislamiento de cardiomiocitos a partir de animales adultos se adapté el protocolo
anterior en combinacién con protocolos para aislamiento de cardiomiocitos de ratones adultos
por canulacién de la aorta (Cambon et al. 1997; Zhou et al. 2000; O'Connell et al. 2007; Shioya
2007). Tres a cuatro corazones de animales C3H/HeJ adultos fueron extraidos y disgregados en
la misma forma que los de animales recién nacidos. Una vez terminados los pasos de
disgregacion se centrifugaron las células (500 x g por 10 min) y se resuspendieron en agua
bidestilada estéril por 30 seg para lisar los glébulos rojos agregando inmediatamente solucién
Ca | 5X. Luego del aislamiento de las células, se restituyd lentamente el calcio a las mismas con
el fin de evitar los procesos involucrados en la paradoja del calcio (Hearse et al. 1978; Acosta et
al. 1983). Para la restitucion del calcio, las células se incubaron en las soluciones de Ca
crecientes (Ca Il 120 puM, 11l 240 uM, IV 480 uM y V 1 mM; todas con BSA 1 mg/ml) por 10 min,
se centrifugaron a 500 x g por 10 min y se resuspendieron en la solucién siguiente. En cada

paso se tomaron muestras para verificar el nUmero y confirmar la viabilidad celular.

Produccion de cardiomiocitos humanos

Las lineas de células madre embrionarias humanas o hESC (del inglés human embrionic stem
cells) se mantuvieron indiferenciadas cultivandolas sobre Matrigel® en medio DMEM
(Gibco) condicionado por fibroblastos embrionarios murinos irradiados (MEF), y
suplementado con 10% de suero sustituto KnockOut Serum Replacement (Gibco), 2 mM de
aminoacidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de
estreptomicina, 0.1 mM de B-mercaptoetanol y 4 ng/ml de bFGF (del inglés basic fibroblast
growth factor) (Gibco) (Scassa et al. 2011).

Para inducir la diferenciacién a cuerpos embrionarios o EB (del inglés, embryonic body) se
disociaron las células indiferenciadas de su sustrato con dispasa/colagenasa 1 mg/mly
luego se sembré la suspensién de agregados celulares obtenida en placas de cultivo no
adherentes. Luego de 7 dias en suspension los EB formados se transfirieron a placas de
cultivo adherentes con un coating de gelatina 1%, permitiendo la adherencia de los EB. Los

latidos espontaneos tuvieron una frecuencia promedio de 29+7.3 latidos/min. Esta tasa se
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incrementd a 4916.2% comparada con la basal luego de su incubacion con 10 nM de

noradrenalina.

Infeccion de cultivos celulares

Las infecciones de células J774.1 se realizaron lavando las células con PBS e incubandolas con
volumen suficiente del sobrenadante viral para que cubrir la monocapa por 1 h a 37°C.
Generalmente se utilizd una multiplicidad de infeccion o MOI (del inglés multiplicity of
infection) de 1 o 2. Concluido ese tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS y luego se

procedio a agregar medio de crecimiento.

Activacion de macréfagos

Los ensayos de activacion de macréfagos se realizaron sembrando las células a una
concentracién de aproximadamente 1 x10° cel/ml. Al dia siguiente se trataron las células con
100 nM de PMA (Sigma, Argentina) (Vongsakul et al. 2011) o 100 ng/pl de LPS
(Lipopolisacarido, Sigma, Argentina) (Classen et al. 2009) 24 hs antes de realizar la infeccion,

previo a lo cual se lavaron las células con PBS.

Analisis de viabilidad celular

Se sembraron las células en una placa de 96 wells (=10° células/well) y se incubaron ON a 372C
en estufa gaseada con 5% CO,. Al dia siguiente se agregd la dilucién viral por triplicado, y se
dejaron células sin infectar. El volumen final fue 100 pl por well. Luego de 24 hs se lavaron las
células con PBS, y finalmente se afiadieron 10 pl de una solucion de MTT (Sigma, Argentina) 5
mg/ml en PBS en 100 pl de PBS en cada well. Las placas se incubaron a 372C por 3 hs y se
detuvo la reaccién por el agregado de 100 pl de una solucién 20% SDS en dimetil formamida
(Carlo Erba) 50% y se dejd la placa en agitacidén a TA durante 1 h. A continuacidn la absorbancia
fue leida a 550nm y 630nm en un lector de placas (Benchmark Plus microplate

spectrophotometer BioRad).
Se calcula la viabilidad como:

Abs — Abs
Viabilidad = ( 550nm 630nm)tratado x 100

(AbSSSOnm - AbsGSOnm)control
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Inmunofluorescencia

Para las inmunofluorescencias (IFs) se realizd la fijacion de las células con PFA 4% en insertos
de vidrio. A continuacién se lavaron y se bloqued el pegado inespecifico por 30 min a TA con
buffer de bloqueo (PBS Tween 0,1% + 5% SFB). Transcurrido ese tiempo, se lavaron las células
con PBST vy se dejaron ON a 42C con el anticuerpo primario correspondiente en diluciones
generalmente de 1:100 en buffer de bloqueo. Al dia siguiente se lavaron las muestras con PBST
y se agregd el anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo generalmente en una dilucidn
1:100 en buffer de bloqueo. La incubacidn se realizé6 por 1 h a TA protegido de la luz. A
continuacién se lavaron las células y se tifieron los nucleos con DAPI. Luego de dos lavados, las
muestras se montaron con liquido de montaje para fluorescencia. Para las tinciones dobles se

combinaron los dos anticuerpos a usar al mismo tiempo.

Animales

Los ratones C57BL6/J y C3H/Hel fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Ciencias
Exactas, UBA y del Instituto Biolégico Argentino SAIC, respectivamente. En todos los casos, los
animales recibieron agua y comida ad libitum. Se siguieron los lineamientos establecidos
por el comité de ética de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. Los animales C57BL6/) Gal-3

KO fueron provistos por el Dr. Oscar Campetella, 1IB, Unsam.

Infeccion de animales

Las infecciones fueron realizadas por inoculacion intraperitoneal (IP) de 200 ul de un stock de
1,1 x 10° UFP/ml (2,2x10* UFP) de CVB3 diluido en PBS. Los animales control (Mock) fueron

inyectados con 200 ul de PBS.

Deplecion de macrofagos

La deplecion de macréfagos se realizdé por inoculacidon IP de clodronato encapsulado en
liposomas (LipClod) (Van Rooijen et al. 1994; van Rooijen et al. 1997; van Rooijen et al. 2010) a
razén de 10 pl/g de peso animal una hora antes de la inyeccién IP del virus. Como control se
inyectaron los animales con 10 pl/g de liposomas vacios. La deplecion se mantuvo inoculando

a los animales con la misma dosis cada 5 dias.
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Citometria de flujo

Animales tratados con liposomas conteniendo clodronato o PBS se sacrificaron con CO, y se
extrajeron los bazos. A continuacion se disgregaron a partir de mallas de acero y las células
aisladas fueron incubadas con un anticuerpo anti Ibal (Abcam) por 20 min a 42C en PBS/SFB
0.1%. A continuacion las células se lavaron y se incubaron con un anticuerpo anti conejo (Santa
Cruz Biotechnology) conjugado con FITC por otros 20 min. Luego de otro lavado se analizé el
porcentaje de macréfagos mediante citometria de flujo utilizando un Citémetro FACS Calibur
(Academia Nacional de Medicina). Para el control de isotipo no se utilizé anticuerpo primario.
Se comparé el porcentaje de monocitos de los animales tratados con liposomas vacios con los

tratados con LipClod.

Inhibicion de Gal-3

La inhibicién de Gal-3 se realizd por inoculacién IP de ratones C3H/Hel con 10 pl/g de peso
animal de N-Acetil-D-Lactosamina (Carbosynth), un inhibidor altamente especifico de Gal-3
(Demotte et al. 2010; Yu et al. 2012) a razén de 5 pg/g de peso animal diluido en PBS. Las

inyecciones se realizaron cada 48 hs.

Histologia e inmunohistoquimica

Secciones de tejidos fijadas en PFA 4% y embebidas en parafina de 6 um de espesor fueron
tenidas con hematoxilina y eosina (H&E) segun procedimientos estandares. El procedimiento
de inmunohistoquimica (IHQ) ha sido descripto previamente (Gomez et al. 2003). Brevemente,
luego de la rehidratacién mediante la utilizacién de xileno y concentraciones decrecientes de
etanol, los cortes de tejido montados sobre portaobjetos Pro-Bond Plus (TNT) fueron
calentados a 121°C durante 15 min en buffer citrato 10 mM para lograr el
desenmascaramiento antigénico. La actividad de la peroxidasa enddgena fue inhibida
incubando los preparados durante 15 min con 3 % v/v de H,0, en metanol y el bloqueo de
sitios no especificos se realizé incubando 20 min a TA con buffer de bloqueo. Los cortes de
tejidos fueron incubados con los respectivos antisueros para cada proteina, usualmente en una
dilucion 1:100 en buffer de bloqueo por 1 h a TA y se procedié de manera equivalente en el
resto del proceso. Finalmente, se revelé con un substrato a base de 0,03% diaminobenzidina
(DAB) (Sigma) y 0,02% H,0, durante 2-10 min hasta alcanzar la intensidad apropiada y se

frend la reaccion con agua destilada. Luego, las muestras fueron contracoloreadas con
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hematoxilina por 1 min y lavadas con agua corriente primero y con agua destilada después.
Para deshidratar el preparado, se utilizaron concentraciones crecientes de etanol y por ultimo
xileno (5 min cada paso). Finalmente, los preparados fueron montados con bdalsamo y un

cubreobjetos y observados en un fotomicroscopio Nikon E200.

Obtencion de RNA total

Las muestras de RNA total derivadas de cultivo celular o tejidos de ratones fueron extraidas
con el reactivo TriReagent (Molecular Research Center, USA), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Brevemente, luego de homogeneizar el tejido mediante la disgregacion
mecdnica utilizando un homogeneizador Bio-Gen PR0O200, se realizd una centrifugacién
durante 10 min a 12.000 x g a 42C. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se agregé
0,2 ml de cloroformo por cada ml de TriReagent. Luego de agitar vigorosamente por 15 seg e
incubar a temperatura ambiente (TA) durante 2 min, se realizé otra centrifugacién a 12.000 x g
durante 15 min a 42C. La fase acuosa superior fue transferida a un nuevo tubo y se agregé 0,5
ml de isopropanol por cada ml de TriReagent a fin de precipitar el RNA. Luego de una
incubacién a TA de 10 min, se centrifugd a 12.000 x g durante 10 min a 42C. El pellet fue lavado
con etanol 70% y luego de secarse se resuspendié en 10-40 pl de agua libre de RNasas tratada
con DEPC. La concentracion y pureza del RNA fue obtenida utilizando un Espectrofotdmetro

Spectrophotometer ND-100 (Nanodrop Technologies Inc.).

Sintesis de DNA complementario

El DNA complementario (cDNA) fue sintetizado a partir de RNA total utilizando random
hexamers (Byodinamics, Argentina) y Transcriptasa Reversa MMLV (Promega, Argentina) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se realizdé una primer mezcla de
reaccion conteniendo: 50-250 ng de random hexamers, 1 ul de dNTPs (10 mM de cada uno),
0,5 a 1,5 pug de RNA y agua libre de RNasa para completar un volumen final de 13,9 pl. Esta
mezcla se calentd a 652C por 5 min y se enfrid en hielo por al menos 2 min. A continuacion se
agregaron 4 ul de Buffer MMLV 5X (Promega, Argentina), 1 ul de DTT 0,1 M (Invitrogen), 0,4 ul
de inhibidor de RNasas RNAse OUT (Invitrogen) y 140 U de Transcriptasa Reversa MML-V
(Promega, Argentina). Finalmente, se incubd a 252C durante 5 min y luego 1 h a 4229C. Las
muestras fueron luego incubadas a 702C durante 15 min a fin de inactivar la enzima y

mantenidas a -202C hasta su uso.
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PCR

Las reacciones de amplificacion de los acidos nucléicos se realizaron en el ciclador térmico
Mastercycler Gradient (Eppendorf, USA). Para la mezcla de reaccidn su utilizé buffer de Taq
Polimerasa 1X, 2 mM MgCl,, 0,25 mM de cada dNTP, 0,5 uM de los respectivos primers, 1 U
de Taq Polimerasa (PB-L, Argentina) y 1 ul de molde en un volumen final de 10 pl. Esta mezcla
se sometid a 949C durante 2 min para una primera desnaturalizacién. Luego se realizaron de
28 a 40 ciclos de un paso de desnaturalizacién a 949C, un annealing a la temperatura requerida
para cada par de primers y uno de extension a 729C, siendo los tiempos de cada etapa acordes
al tamafio del amplicdn. Finalmente se incubaron 2 min a 729C para la extension final. Los
productos de amplificacién fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa. Los

primers utilizados se encuentran detallados en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia primers utilizados para PCR.

Nombre Secuencia (5’ - 3’) Producto mRNA
Acti AACCCCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGACC i
ctina
GGTGATGACCTGGCCGTCAGGCAGCTCGTA
CGGCCCCTGAATGCGGCTAA
Entero 115
GAAACACGGACACCCAAAGTA
CTGGGTTGATCCTCGGACCT
Oct -4 126
CACAGAACTCATACGGCGGG
AAAGAATCTTCACCTATGCC
Nanog 109
GAAGGAAGAGGAGAGACAGT
CATCAAGACGGAGCCTGGCC
GATA-4 218
TGACTGTCGGCCAAGACCAG
CCATGACTCCAACTTCCACC
GATA-6 213
ACGGAGGACGTGACTTCGGC
ATGAAAAGGCCCCCAAGGTAG
c-myc 109
CGTTTCCGCAACAAGTCCTCT
ATGATGCA GGGGGTTA
cTnT 107
CAGCACCTTCCTCCTCTCAG
TGAGGAGCCCAAGTGACAA
MESP1 111
CTCTTCCAGGAAAGGCAGTCT
GTCATTGCTGAAACCGAGAATG
a-MHC 413
GCAAAGTACTGGATGACACGCT
1511 CACAAGCGTCTCGGGATTGTGTTT 201
> AGTGGCAAGTCTTCCGACAA
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PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real (qPCR), fueron realizadas segin se ha descripto
previamente (Jaquenod De Giusti et al. 2011). Brevemente, la amplificacion de PCR y el andlisis
posterior fueron realizadas en un LineGene K Thermal Cycler (Bioer, Japon). Para todas las
reacciones se utilizé la mix comercial 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne),
siguiendo las instrucciones del fabricante, con 1 pl de cDNA y 0,5 pM de cada primer. Las
curvas de calibraciéon para la cuantificacion absoluta fueron generadas a partir de los
amplicones purificados, luego de la confirmacién de su secuencia. La concentracién de los
stocks de los estandares, expresadas como el nimero de copias del amplicén por unidad de
volumen, fue calculada a partir de su absorbancia a 260 nm. Las soluciones stock fueron
diluidas seriadamente de a 10 veces, para obtener concentraciones de los esténdares de 10’ a
10* copias/pl. A partir de los valores de ciclo umbral Ct (del inglés cycle threshold) de cada
muestra y haciendo uso de la curva de calibracion se calcularon las concentraciones de las
muestras a cuantificar. La concentraciéon del gen de interés se dividid por la del gen
housekeeping (actina) para obtener los valores de expresién normalizados. Los primers

utilizados se encuentran detallados en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencia primers utilizados para qPCR.

Nombre Secuencia (5’ - 3’) Producto mRNA
CACAGCCCTCTCCATCAACT
IFNB 125
TCTTGAAGTCCGCCCTGTAG
. CGTCATCCATGGCGAACTG
Actina 60
GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT
GACCACTGACGGTGCCCTAT
Gal-3 149
GGGGTTAAAGTGGAAGGCAA
CGGCCCCTGAATGCGGCTAA
Entero 115
GAAACACGGACACCCAAAGTA
GCTCTGCCTCTAGCACACAA
SMA 150
GCCAGGGCTACAAGTTAAGG
TTCACCTACAGCACCCTTGTG
proColl 66
GATGACTGTCTTGCCCCAAGTT
TGCGCTTGCAGAGATTAAAA
TGFb1 82
AGGTAACGCCAGGAATTGTTGCTA
CAGCTGGGCTGTACAAAC
INOS 94
CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG
) AGCAGCAGCCGCTGGAACCCAGA
Arginasa | 192

AGGCCAGGTCCCCGTGGTCTCTCA
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Electroforesis en geles de agarosa

Se prepararon soluciones de agarosa desde 0,8 a 2% p/v en buffer TAE suplementado con
Bromuro de Etidio (0,5 pg/ml), las cuales se fundieron al momento de usar. Una vez
solidificado, el gel se colocd en una cuba de electroforesis y se lo cubrié con buffer TAE. Las
muestras de DNA se mezclaron previamente con buffer de siembra y se sembraron. Los

productos de PCR se resolvieron aplicando un voltaje entre 90-120 V de acuerdo al tamafio.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los lisados de células o tejidos, obtenidos luego de una homogenizacién en buffer Ripa (NaCl
150 mM, Triton x-100 1%, Sodium deoxycholate 1%, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, PMSF 1mM,
leupeptin 1 pg/ml en Tris-HClI 50 mM pH 7.4) fueron realizados segln se ha descripto
previamente (Jaquenod De Giusti et al. 2011). Brevemente, las muestras fueron centrifugadas
durante 2 min a 14.000 rpm y los sobrenadantes fueron mezclados con Sample Buffer 2X (Tris-
Cl 100mM, pH 6.8, DTT 200 mM, SDS 4%, bromofenol blue 0.2% y glicerol 20%) y hervidas por
10 min. Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE en geles al 10% (p/v) utilizando el
equipo Mini-Protean Tetra Cell Gel (Bio-Rad, USA), empleando TAE 1X (Tris-acetato 40 mM,

EDTA 1 mM pH 8,0) como buffer de corrida y voltajes constantes entre 90 y 200 V.

Western blot

Los western blots (WB) fueron realizados segun se ha descripto previamente (Jaquenod De
Giusti et al. 2011). Brevemente, los lisados de tejidos o células, obtenidos luego de una
homogenizacién en buffer Ripa, fueron resueltos en geles de poliacrilamida como se describio
anteriormente. A continuaciéon, las muestras fueron transferidas a membranas de PVDF
(Hybond™-P, Amersham Biosciences), utilizando el equipo Trans-Blot® SD (Bio-Rad) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para ello, la membrana fue activada por 10 seg en metanol y 5
min en agua, a continuacion tanto la membrana como el gel fueron equilibrados en el buffer
de transferencia (48 mM Tris, 39 mM glicina y 20% metanol) durante 15 min. Luego, se
colocaron dos papeles de filtro embebidos en el buffer de transferencia sobre el anodo (base).
Sobre éstos se colocd la membrana, el gel, otros dos papeles de filtro y el catodo (tapa). La
transferencia se realizé durante 30 min a 15 V. Las membranas fueron incubadas overnight
(ON) a 4°C con PBS Tween 0,1% (PBST) y 5% de leche descremada. Al dia siguiente, y luego de

varios lavados con PBST, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios
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correspondientes por 1 h a 372C. Luego de sucesivos lavados, se incubaron con anticuerpos
anti 1gG especie especificos biotinilados o unidos a peroxidasa o HRP 1 h mas a 37°C. lLa
deteccion final se realizé mediante quimioluminiscencia o ECL (del inglés, enhanced
chemiluminescence). Las soluciones utilizadas fueron: A) H,0, 30 volimenes 0,64 % (v/v) en
Tris HCl 0,1 M pH = 8,5; y B) 2,5 mM de Luminol (Sigma, Argentina) y 0,4 mM de Acido
Cumdrico (Sigma, Argentina) en Tris HCl 0,1 M. Estas soluciones se mezclaron en partes iguales
al momento de usar y la membrana se incubd por unos segundos en la solucion resultante. La
adquisicidn se realizé utilizando el programa LabWorksTM 4.6 (Image Acquisition and Analysis
Software). De las bandas obtenidas se cuantificé la intensidad de luz y los valores de expresion
de las proteinas estudiadas se dividieron sobre los de actina para cada muestra de tal forma de

obtener los valores de expresion normalizados.

ELISA de Galectina 3

Para la medicién de los niveles de Gal-3 en los sobrenadantes celulares se utilizé el Kit DuoSet
ELISA Development System (RD, USA) para Gal-3 murina de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se prepard una placa de 96 wells con 100 pl por well del anticuerpo
de captura (anti Gal-3 de rata) diluido a una concentracion de 200 ng/ml en diluyente de
reactivos o DR, (1% BSA en PBS, pH 7,2-7,4) y se incubé ON a TA. A continuacion se descarto el
anticuerpo y se lavé la placa 3 veces con buffer de lavado (0.05% Tween 20 en PBS, pH 7,2-
7,4). Se realizé el bloqueo del pegado inespecifico con 300 pl de DR por well y se incubo a TA
por 1 h. Luego de 3 lavados sucesivos, se adicionaron 100 ul por well de las muestras por
duplicado o de la solucién de Gal-3 murina recombinante estandar diluidas en DR, se cubrid la
placa y se incubd por 2 hs a TA. Transcurrido ese plazo, se lavé 3 veces con buffer de lavado y
se adicionaron 100 pl por well de anticuerpo de deteccion (anti Gal-3 de cabra biotinilado) en
una concentracién de 200 ng/ml en DR y se incubd otras 2 hs a TA. Se lavd nuevamente como
en los pasos anteriores y se adiciond 100 pl de estreptavidina-HRP. Se incubd durante 20 min a
TA al resguardo de la luz. Para detener la reaccion se adicionaron 50 pl de H,SO, 2N y se leyé la
absorbancia a 450 nm. Con las lecturas de absorbancia de las diluciones del estandar de Gal-3
se realizd una curva de calibracidon. Se determind la concentracién de Gal-3 de las muestras por

interpolacion.
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1. Expresion de los receptores celulares y su correlacion con
la susceptibilidad a la infecciéon por virus Coxsackie B (CVB) en
células cardiacas murinas y humanas y en ratones de distintas
cepas

La mayor parte de nuestro conocimiento respecto de la patogénesis de la infeccion por CVB
deriva de estudios realizados en modelos experimentales (Kandolf et al. 1985; Gomez et al.
1993). Utilizando modelos murinos, se ha observado que la susceptibilidad de las células a la
infeccidon por CVB estd directamente relacionada con la presencia de su receptor CAR en la
superficie de las mismas por lo que ha sido propuesto como un determinante mayor de
patogenicidad (Shafren et al. 1997; Noutsias et al. 2001; Poller et al. 2002; Shi et al. 2009). Por
lo tanto, el tropismo tisular de CVB ha sido relacionado con la expresion diferencial del
receptor entre los distintos 6rganos (Freimuth et al. 2008). En estudios murinos se ha descripto
gue a nivel del SNC, CAR se expresa en forma incrementada a nivel fetal comparada con
adultos con un pico cercano al nacimiento y su expresidn varia respecto al drea cerebral
(Freimuth et al. 2008). Esta expresién aumentada en el recién nacido respecto del ratén adulto
correlaciona con la mayor susceptibilidad de los primeros respecto de los segundos a la
infeccidn por CVB (Ahn et al. 2008). Por otro lado, como se ha detallado en la Introduccidn, la
funcién del co-receptor DAF ha sido descripta en células epiteliales polarizadas como las del
epitelio intestinal donde estos virus inician la infeccion del huésped (Coyne et al. 2006) pero no

en células cardiacas.

Al momento de comenzar este trabajo no habia sido estudiada la correlacién entre la
expresion de CAR y DAF y la susceptibilidad a la infeccion por CVB en células cardiacas. En este
sentido, es importante destacar que se ha descripto en el corazén humano que la expresion de
CAR se encuentra incrementada en la CMD a nivel de los discos intercalares (Shaw et al. 2004)
abriendo importantes incdgnitas sobre las consecuencias de este evento, incluyendo si tiene

relacion con una mayor susceptibilidad de esos pacientes a la infeccién cardiaca por CVB.

Por lo expuesto, se considerd de importancia estudiar la correlacién entre la presencia de CAR
y DAF y la susceptibilidad a la infeccién por CVB en células cardiacas. Para ello, se disefiaron
diversos experimentos empleando modelos in vitro. Teniendo en cuenta que la obtencién de
cultivos de cardiomiocitos humanos adultos es inviable y que los cultivos derivados de tejidos
fetales son ilegales o muy dificiles de obtener, se utilizaron cultivos de células cardiacas

diferenciadas a partir de hESCs (del inglés, human embryonic stem cells).
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Asimismo, se buscd correlacionar los niveles de CAR con la susceptibilidad diferencial

observada en dos cepas de ratones utilizados como modelos de miocarditis viral.
3-A. Células cardiacas humanas

Las hESCs derivan de la masa celular interna de un embrién temprano y poseen un potencial
de desarrollo Unico. Las hESCs se definen como pluripotentes por su capacidad de poder
diferenciarse en todos los tipos celulares presentes en las tres capas germinativas: endodermo,
mesodermo y ectodermo (Ohtsuka et al. 2008). Las hESCs se renuevan constantemente y
pueden ser cultivadas y diferenciadas a varios linajes in vitro. Debido a que son capaces de ser
diferenciadas a células cardiacas, estas células se consideran una herramienta poderosa para
estudiar distintos eventos a nivel celular y molecular que afecten al corazon (Lev et al. 2005),
incluyendo patogénesis molecular y pruebas farmacolégicas (Reppel et al. 2007; Steel et al.

2009).

A fin de desarrollar nuestro objetivo, se caracterizaron las células hESC de la linea HUES-5 en
base a marcadores de diferenciacion y luego estudiamos la expresion de CAR y DAF vy la

susceptibilidad a la infeccién por CVB en funcidn del grado de diferenciacion.
i. Las células utilizadas expresan marcadores de pluripotencialidad

Para confirmar la naturaleza pluripotente de las células hESC de la linea HUES-5 se realizé RT-
PCR e IF. Los resultados mostraron que las células hESC indiferenciadas expresan transcriptos
asociados a la pluripotencia como Oct-4 (Octamer 4), Nanog vy c-Myc (Figura 22A) y
marcadores asociados a células madres como TRA1-60 (Tumor Rejection Antigen 1-60), Oct-4,

Nanog y SSEA-4 (Stage-Specific Embryonic Antigen) (Figura 22B).
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4 )

Figura 22. Marcadores de células madre.

A) RT-PCR de células hESC de la linea HUES-5 indiferenciada. B) Las células de la linea HUES-5 fueron
cultivadas en una superficie cubierta con Matrigel por 3 dias y fijadas y tefiidas con anticuerpos
primarios reconociendo los distintos marcadores de células madre como TRA-1-60, Oct-4, Nanog y
SSEA-4.

NG J

ii. Las hESC diferenciadas expresan marcadores cardiacos

A continuacién se indujo la diferenciacion de hESC en EB. Para confirmar que los EB habian
adquirido un fenotipo cardiaco, se realizaron nuevamente RT-PCR e IF. A los 7 y 14 dias luego
de inducida la diferenciacion se analizd la expresiéon de genes asociados a: a) mesodermo
(Mesp1), b) mesodermo cardiaco (GATA-4, GATA-6, Nkx2.5, Islet-1), y c) genes asociados a
cardiomiocitos como (ANP, cTnT y oa-MHC). Los resultados demostraron que las hESC se

diferenciaron efectivamente en EB conteniendo cardiomiocitos (hESC-CM) in vitro (Figura 23).
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Figura 23. Marcadores de cuerpos embrionarios.

A) RT-PCR semicuantitativa de EB de células hESC indiferenciadas, se utilizé actina para normalizar.
B) IF de hESC a los 14 dias luego de comenzada la diferenciacién. Las figuras muestras imagenes
representativas de EB contractiles tefiidos con anticuerpos primarios contra GATA-4, ANP, Nkx2.5 y
chnT, los nucleos fueron tefiidos con DAPI. J

iii. Los niveles de los receptores CAR y DAF se modulan con la diferenciacion

A continuacion se estudid la expresion de los receptores virales CAR y DAF en las células hESCy
en las hESC-CM (Figura 24A), observandose que el nivel de transcripto de CAR fue
significativamente mayor en células indiferenciadas, mientras que los niveles de mRNA de DAF
resultaron mas elevados en las células diferenciadas. La presencia de ambos receptores fue

confirmada por estudios de IF (Figura 24B).
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4 )

Figura 24. Expresion de los receptores virales en hESC y hESC-CM.

A) Niveles de expresion de los dos receptores virales en células HUES-5 indiferenciadas (hESC) y

diferenciadas a cardiomiocitos (hESC-CM) detectados mediante qPCR. B) IF de hESCa diaOy 14

después de la diferenciacion. Se muestran fotos representatitvas de de las hESC y hESC-CM
Qarcadas con CAR y DAF. Los nucleos se tifieron con DAPI. * p < 0,05 J

iv. Tanto las hESC como las hESC-CM son susceptibles a la infeccion por CVB

Con el objetivo de evaluar la susceptibilidad a la infeccion de las hESC y las hESC-CM, las
células fueron infectadas con CVB3. Se muestran los resultados representativos de la PCR y la

IF para las células infectadas por CVB3 (Figura 25).
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Figura 25. Infeccion por CVB3 en hESC y hESC-CM.

A) PCR para confirmar la presencia del RNA viral en células hESC y hESCM, se utiliza actina como
control; B) IF representativa de hESC 8 hs pi tefiidas con un anticuerpo anti VP1 (la barra representa
y hESC-CM al 14 dias post diferenciacion y 48 hs pi tefiidos con VP1.

J

Como se puede observar, tanto las células hESC como las hESC-CM fueron susceptibles a la

infeccidn por CVB.

V. Se observa una menor susceptibilidad a la infeccion en las hESC-CM

En las células hESC se observd efecto citopatico enteroviral caracteristico (redondeamiento
seguido de despegue de la superficie y muerte) en las 12 hs posinfeccién (pi) completando el
80% de la monocapa a las 24 h pi. Las células hESC-CM tuvieron un comportamiento similar
perdiendo su capacidad contractil a las 48 hs seguido de lisis celular (Figura 26A). La titulacidon
de los sobrenadantes de infeccién de estas células demostré una menor susceptibilidad a la

infeccidon en hESC-CM respecto de las hESC (Figura 26B).
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Figura 26. CPE y titulo viral en hESC y hESC-CM infectadas con CVB3.

A) Las células hESC mostraron un 80% de cpe para las 24 hs pi, mientras que las hESC-CM comenzaron
a lisarse después de 48 hs pi. B) Las células diferenciadas a cardiomiocitos y con menores niveles de
receptor mostraron una menor susceptibilidad a la infeccién por CVB3. * p < 0,05 )

vi. La infeccion disminuye la viabilidad celular

Se estudio la viabilidad celular por el ensayo de MTT. El 20% de las hESC y las hESC-CM se
mantuvieron viables por 24 o 48 hs luego de la infeccion con CVB3. La infeccién con tres MOI
distintas condujo a una menor pérdida de la viabilidad en las hESC-CM, coherente con una

menor susceptibilidad a la infeccidn por la presencia de menor cantidad de CAR (Figura 27).
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Figura 27. Viabilidad celular de las hESC y hESC-CM con la infeccion.

Las células hESC y hESC-CM fueron infectadas con CVB3 a distintas MOI. En ambas lineas,
la infeccién con MOI = 0,1 condujo a una pérdida de viabilidad del 80% que se fue
recuperando con las distintas diluciones, siendo mayor la recuperacidn en las hESC-CM.

*p<0,05
.

.
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3-B. Células murinas

i Obtencion de cardiomiocitos murinos

Se realizaron extracciones de cardiomiocitos murinos de ratones C3H/HeJ recién nacidos (RN,
hasta 48 hs) y de animales adultos (3-6 semanas de edad). Los cardiomiocitos de RN no
presentaron la morfologia de cardiomiocitos diferenciados como en el caso de los derivados de

los adultos; no obstante, luego de 24 hs en cultivo fueron capaces de latir (Figura 28).

4 )

Figura 28. Aislamiento de cardiomiocitos de ratén recién nacido.
Se muestra el resultado de una extraccion representativa. Las células
presentaban capacidad contractil luego de un dia adheridas.

S .

A continuacion se realizé la extraccién de cardiomiocitos de ratones adultos. Para ello, se
adaptaron protocolos previamente descriptos para cardiomiocitos de ratones RN, junto con
otros protocolos para aislamiento de cardiomiocitos de animales adultos por canulacién de la
aorta (Cambon et al. 1997; Zhou et al. 2000; O'Connell et al. 2007; Shioya 2007) que
consideran la necesidad de lavados con soluciones de Ca™ crecientes. Los resultados de una

extraccién se muestran en la Figura 29.
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4 )

Figura 29. Pasos de la restitucion de calcio hasta llegar al medio de crecimiento DMEM.
A) Sol Ca | B) Sol Ca Il; C) Sol Ca lll; D) Sol Ca IV; E) Sol Ca V; F) DMEM. Se muestran imagenes
representativas de una extraccién. Aumentos 10X y 40X.

- J

Una vez aisladas las células adultas y de RN se procedid a su estudio en forma similar lo

realizado en células humanas.
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ii. Los niveles del receptor CAR se modulan con la diferenciacion celular

Los analisis por gPCR y WB demostraron una disminucion en los niveles de mRNA y proteina de
CAR en los cardiomiocitos obtenidos de animales adultos comparados con los de RN (Figura

30).

4 )

Figura 30. Niveles del receptor entre cardiomiocitos de ratén recién nacido y adulto.

A) gPCR de CAR en cardiomiocitos de ratones recién nacidos (RN) y adultos (Ad). Se observa una
disminucion en los niveles del receptor con la edad. B) WB de cardiomiocitos de ratdn recién nacido
y adulto. Acorde a lo observado por qPCR, se observa una disminucién en los niveles del receptor

ken los cardiomiocitos derivados de animales adultos. Se muestra un WB representativo. * p < 0,05 J
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iii. Tanto los cardiomiocitos derivados de ratones recién nacidos como de ratones

adultos son susceptibles a la infeccion por CVB3

Con el objetivo de evaluar la susceptibilidad a la infeccion de los cardiomiocitos murinos, las
células fueron infectadas con CVB3 a una MOI =1 y a las 24 hs pi se realizd una RT-PCR para

confirmar la presencia del RNA viral (Figura 31A).

A su vez, las mismas células fueron infectadas a una MOI similar con CVB3-eGFP. Tanto los
cardiomiocitos de ratones recién nacidos como de ratones adultos (Figura 31B), presentaron
fluorescencia verde al ser iluminadas con luz UV, confirmando su susceptibilidad a la infeccidn

viral.

4 )

Figura 31. Infeccion por CVB3 en cardiomiocitos de raton recién nacido y adulto.

A) PCR para confirmar la presencia del RNA viral en cardiomiocitos de ratones recién nacidos y
adultos, se utiliza actina como control. Las células infectadas presentan presencia del RNA viral. B)
Cardiomiocitos de ratones recién nacidos y adultos infectados con CVB3-eGFP a MOI=1 y
observados al microscopio de fluorescencia. Se observan células fluorescentes en las infecciones
con CVB3-eGFP. J

Como se puede observar, ambos tipos celulares permitieron la infeccion viral.
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iv. Se observo una menor susceptibilidad a la infeccion en los cardiomiocitos de

animales adultos

A continuacién se analizé si la disminucién en los niveles del mRNA de CAR en los
cardiomiocitos derivados de ratones adultos correlacionaria con una disminuciéon en la
susceptibilidad a la infeccidn de estas células. La titulacidén de los sobrenadantes celulares y la
cuantificacion del RNA viral de estas células demostré una menor susceptibilidad a la infeccidon

en los cardiomiocitos derivados de animales Ad al compararlos con los RN (Figura 32).

4 N
A B

Figura 32. Susceptibilidad a la infeccion de cardiomiocitos de raton recién nacido y adulto.

A) Titulacidon de sobrenadantes celulares de cardiomiocitos de RN y Ad (Ad) 24 hs pi. Se observa
menor susceptibilidad a la infeccién por CVB3 en los cardiomiocitos derivados de ratones Ad. B)
gPCR de Entero de cardiomiocitos aislados de ratones RN y Ad. Coherente con lo observado en la
titulacion, se observa menores niveles de RNA viral en los cardiomiocitos derivados de ratones Ad.

*p<0,05
o S
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3-C. Anadlisis de la susceptibilidad en ratones de cepas distintas.

Como ya se ha mencionado, los modelos murinos son de mucha utilidad para el estudio de la
miocarditis viral inducida por CVB3. Sin embargo, existen variaciones entre las cepas murinas
gue determinan la patologia resultante. Se conoce que la susceptibilidad varia con la cepa del
raton utilizada (Hsu et al. 2000; Ahn et al. 2008; Jakel et al. 2009; Li et al. 2009), mientras que
en resultados ya mostrados pudimos observar una variacion en los niveles de CAR con la edad
(Figura 30). Fue en este contexto que surgio el interés de analizar los niveles de CAR como
eventual causa de la susceptibilidad diferencial entre ratones de la misma edad de las cepas

C3H/Hel y C57BL/6.

i. Menor susceptibilidad a la infeccion viral en ratones C57BL/6

Se analiz6 la susceptibilidad a la infeccidn viral en ratones de las cepas C3H/Hel) y C57BL/6.
Animales de 5 semanas de edad fueron inoculados con 2,2 x 10* UFP de CVB3 y las muestras
de corazdn se cosecharon a 3 dpi para evaluar el titulo viral. Los resultados mostraron un
aumento en el titulo viral en corazones de los animales C3H/HeJ comparados con los C57BL/6

(Figura 33).

4 )

Figura 33. Titulo viral en las dos cepas de ratones a 3 dpi.
Titulacidon de corazones aislados de ratones C57BL/6 y C3H/HeJ a 3 dpi luego de la
infeccion con CVB3. Se observa menor titulo viral en corazones aislados de ratones

de la cepa C57BL/6. ** p < 0,01
G .
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ii. Menor grado de injuria tisular en ratones C57BL/6

Se analizaron los niveles de injuria tisular en ratones de las cepas ya mencionadas a 7 y 10 dpi.
Los resultados mostraron un aumento en la patologia en los animales C3H/Hel) comparados
con los C57BL/6, en correlacidn con la mayor susceptibilidad a la infeccién de esta cepa (Figura

34).

4 )

Figura 34. Dafio tisular en C3H/Hel y C57BL/6
Tanto a 7 como a 10 dpi se observa mayor dafio en los corazones de los animales C3H/HeJ,
con una mayor aparicién de focos inflamatorios.

. J

iii. Menores niveles de CAR en ratones C57BL/6

Habiéndose observado diferencias en la susceptibilidad a la infeccidon por CVB3 entre ratones
C3H/Hel y C57BL/6 se procedié a evaluar en los mismos los niveles del receptor en el tejido
cardiaco. Los resultados obtenidos mostraron que los ratones de la cepa C3H/Hel presentaron
mayores niveles del mRNA de CAR en corazén (Figura 35), lo que podria justificar su mayor

susceptibilidad a la infeccién.
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Figura 35. Niveles de CAR en ratones de las cepas C3H/HeJ y C57BL/6
Se observa mayores niveles del receptor en la cepa C3H/Hel. * p < 0,05

- .

-16



Patogénesis molecular en la infeccion experimental por virus Coxsackie B3

Discusion

Aunque las células madres embrionarias murinas han sido cultivadas por casi 20 anos, las
condiciones de cultivo para las hESC han permanecido elusivas y han tomado de los
investigadores mucho mas tiempo para definir estas complejas condiciones. Las células madres
embrionarias humanas fueron descubiertas hace una década, luego que Thomson y col.
desarrollaron un sistema de cultivo que podia mantener a las hESC en un estado
indiferenciado indefinidamente (Thomson et al. 1998). En afios recientes, multiples protocolos
se han desarrollado para producir células adultas in vitro. Kehat y col., fueron los primeros en
demostrar que las hESC pueden diferenciarse a cardiomiocitos (Kehat et al. 2001). Multiples
publicaciones posteriores probaron que estas células eran cardiomiocitos maduros, como
definian a los mismos sus expresiones génicas y proteicas, asi como sus propiedades
fisiolégicas (Xu et al. 2002; He et al. 2003). Aunque los cardiomiocitos derivados de hESC
probablemente retienen aspectos relacionados a su origen fetal son, no obstante, lo
suficientemente maduros para latir espontdneamente y para responder a sefiales de su
superficie celular, tales como la incubacion con noradrenalina, que rdpidamente incrementa su

tasa de latidos.

Relativamente pocos estudios han evaluado la expresién de CAR en las hESC. Un trabajo
reciente ha reportado diferencias significativas en las tasas de infeccién de adenovirus entre
distintas lineas de hESC, correlacionando estas diferencias con los niveles de expresiéon de CAR
(Brokhman et al. 2009). En la linea celular estudiada en este trabajo HUES-5, los niveles del
transcripto de CAR fueron encontrados siempre en forma mas abundantes en hESC que en las
hESC-CM, un hallazgo que concuerda con los niveles de expresién encontrados en los tejidos

cardiacos embrionarios y adultos (Freimuth et al. 2008).

Con respecto a DAF, una proteina presente en la superficie de los cardiomiocitos normales
(Zimmermann et al. 1990), su respectivo mRNA fue expresado en la linea celular estudiada. Sin
embargo, en contraste a CAR, los niveles de mRNA fueron superiores en hESC-CM que en las

hESC, menos diferenciadas.

Tanto CAR como DAF han sido implicadas en la infecciéon por CVB. Los eventos moleculares
subyacentes al ingreso de CVB han sido descriptos para células polarizadas (Coyne et al. 2006)
y no polarizadas (Patel et al. 2009) y la ausencia de CAR especificamente en corazén ha

demostrado proteger contra la miocarditis viral inducida por CVB3 (Kallewaard et al. 2009; Shi
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et al. 2009). Sin embargo, los mecanismos exactos involucrados en la infeccién de

cardiomiocitos por CVB permanecen desconocidos.

Mas aun, algunos aspectos de la infeccién podrian ser especificos para las células humanas.
Por ejemplo, CVB puede interactuar con CAR humano y murino. Sin embargo, a diferencia del
DAF humano, los CVB no se unen a la proteina andloga al DAF murino (Spiller et al. 2000)
excluyendo el uso de un modelo murino apropiado. Adicionalmente, el disefio de un sistema
modelo in vitro humano ha sido obstaculizado por dificultades con el cultivo de cardiomiocitos
humanos derivados de tejido cardiaco adulto asi como también por la baja disponibilidad de
cultivos de células cardiacas de origen fetal (Kandolf et al. 1999). El surgimiento de las células
madres embrionarias y los protocolos para su diferenciacién a cardiomiocitos ha permitido la
investigacion moderna al superar estos problemas. Luego de verificar la presencia de los
receptores virales en nuestra linea celular, hemos subsecuentemente demostrado la
susceptibilidad a la infeccién por CVB. Estudios pioneros por Feuer y col., realizados en ratones
revelaron que CVB3 infecta de forma preferencial a las células madres neurales proliferativas
localizadas en el sistema nervioso central neonatal (Feuer et al. 2003; Feuer et al. 2005). En
nuestro estudio, hemos extendido estas observaciones demostrando que tanto las hESCs

como las hESC-CM presentaban susceptibilidad a la infeccion por CVB.

Varios trabajos sugieren que el estado de la célula huésped puede jugar un rol en el resultado
de la infeccion por CVB. En este sentido, la proliferaciéon aparece como favorecedora de la
infeccion productiva de CVB (Tabor-Godwin et al. 2010), y quizas también contribuye a
aumentar la replicacidn de CVB observada en las hESC cuando son comparadas con las hESC-

CM.

Los datos presentados aqui concuerdan con previos estudios realizados con cardiomiocitos
derivados de tejido fetal humano (Kandolf et al. 1985) o de ratdn recién nacido (Gomez et al.

1993).

Recientemente, se ha reportado la caracterizacién de la infeccién de cardiomiocitos murinos
utilizando la linea de cardiomiocitos relativamente reciente HL-1 (Pinkert et al. 2011). Si bien
estos resultados son muy interesantes y podran aportar concretos avances en ciertas areas, el
hecho que sea una linea originalmente derivada de auricula hacen prever que existan
importantes diferencias, ya que la auricula es solo infrecuentemente afectada en la miocarditis

murina inducida por CVB3. Existen muy pocos trabajos que han utilizado cardiomiocitos
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murinos provenientes de animales recién nacidos para caracterizar la infeccion de CVB (Seko
et al. 1990; Gomez et al. 1993; Pinkert et al. 2011) y ninguno, en lo mejor de nuestro
conocimiento, que haya utilizado cardiomiocitos provenientes de animales adultos. Con
respecto a los resultados observados en nuestros modelos murinos in vitro, ambos modelos
resultaron ser Utiles a fin de caracterizar la variacién en los niveles de receptor CAR
encontrados entre los cardiomiocitos obtenidos de animales recién nacidos y los adultos y su
correlacion con la susceptibilidad a la infecciéon por CVB3. Mas aln, observamos que ambos
tipos celulares fueron susceptibles a la infeccion por CVB3-eGFP y que esta infeccion pudo ser
observada, hecho esperable pero no garantizado, ya que CVB3-eGFP replica en forma mucho
mas lenta que su variante parental CVB3. Estudios utilizando estos modelos podran contribuir
a detallar los mecanismos y las eventuales diferencias que podrian existir entre cardiomiocitos
adultos y de animales recién nacidos, logrando un mejor entendimiento de los mecanismos
gue generan la susceptibilidad diferencial observada con la edad tanto en la patogénesis de la
miocarditis viral murina como en ultima instancia, en la humana. Por otro lado, es de esperar
gue el contar con un virus CVB3 fluorescente nos permitira caracterizar el mecanismo utilizado
por este virus para ingresar en los cardiomiocitos, desconocido hasta el presente asi como la
interaccion del RNA viral con sensores dentro del cardiomiocitos que podrian estar

involucrados en mecanismos antivirales tales como la produccién de IFN-I.

En el modelo in vivo, los resultados obtenidos mostraron una variacion en los niveles del
receptor CAR entre las dos cepas estudiadas, el cual se vio acompaiiado a una susceptibilidad
diferencial a la infeccidn. Por lo tanto, considerando que tanto los resultados en el modelo in
vitro humano y murino, como a resultados previos en los cuales se analizo la susceptibilidad a
la infeccion por CVB en el SNC acorde al desarrollo y la disminucidn en los niveles del receptor
(Feuer et al. 2003; Feuer et al. 2005) y que la eliminacién cardioespecifica de CAR conduce a
una ausencia de MV inducida por CVB3 (Kallewaard et al. 2009; Shi et al. 2009), la expresion
del mismo pareceria ser un determinante mayor de la susceptibilidad de las células cardiacas a

la infeccién por CVB3.

Dentro de este contexto, es importante mencionar que otros factores pueden contribuir
ademas de los niveles de CAR a la susceptibilidad a la infeccion por CVB3, incluyendo, por
ejemplo, los niveles de IFN-I, que como mencionamos previamente es una importante

citoquina antiviral.
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La posibilidad de realizar estudios con cardiomiocitos aislados en los que se altere la expresion
de CAR o de las diversas citoquinas antivirales (como IFN-IB) y se evalle la susceptibilidad a la
infeccidn, permitiran determinar la importancia de estos parametros en la susceptibilidad a la

infeccién por CVB3.
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2. Infeccion de macrofagos por CVB

Como se menciond en la introduccién, los macréfagos serian células claves en las patologias
cardiacas asociadas a CVB. Es por eso que se buscé analizar la susceptibilidad a la infeccion de

éstas células, su grado de activacion y las moléculas asociadas a dicha activacion.

i. Susceptibilidad a la infeccion

Se analizé la susceptibilidad a la infeccién viral por macréfagos murinos de la linea celular
J774.1. Las células fueron infectadas a una MOI = 1 y se evalud la infectividad de los

sobrenandantes celulares (Figura 36A) y la presencia de RNA viral en las mismas (Figura 36B).

4 N
A B

Figura 36. Titulacidn viral y PCR de J774.1.

A) Se titularon los sobrenadantes de infeccidn de las células 1774.1 infectadas con CVB3 viéndose
una caida del virus infectivo a las 24 hs pi; B) Se analizd la presencia de RNA viral en las células
J774.1, detectandose la persistencia del RNA viral hasta los 3 dpi inclusive.

o /

Los resultados mostraron una baja susceptibilidad a la infeccién por CVB3 medida en el
sobrenadante hasta las 30 hs pi. Sin embargo, el RNA viral podria permanecer dentro de la

célula por mas tiempo, pudiendo detectarse a bajos niveles hasta el dia 3 pi inclusive.

ii. Citoquinas y marcadores de activacion en la infeccion

A continuacidn se analizaron los niveles de expresidon del mRNA de IFN-IB e iINOS. Muestras de
J774.1 infectadas por 1h a 372C con una MOI = 1 se cosecharon desde las 6 a las 24 hs pi. De
acuerdo a lo esperado, se observd un aumento en los niveles de iNOS e IFN-IB en forma

paralela a la disminucidn de los niveles de RNA viral en funcién del tiempo pi (Figura 37).
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Figura 37. Relacion entre los niveles de iNOS, IFN-IB y CVB3 en J774.1.

Coincidente con una activacion cldsica de los macréfagos se observa un aumento en los
niveles de iNOS como consecuencia de la infeccidn viral. Asimismo, se observa un aumento
en los niveles de IFN-I B, coincidente con una respuesta antiviral.

- J

iii. Estado de activacion y susceptibilidad a la infeccion

Para analizar la relacion entre el estado previo de activacion de los macréfagos y la
susceptibilidad a la infeccion viral, se trataron las células con PMA o LPS disueltos en DMEM
con 10% de SFB. Como control se trataron células solo con DMEM con 10% de SFB. La
activacion de los macrofagos se confirmo por qPCR de iNOS (como marcador de CAMO)

(Figura 38) en forma previa a la infeccion viral.
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4 )

Figura 38. Activacion de macrofagos.

A) gPCR de iNOS para células J774.1 tratadas con PMA, LPS o control. Se observa un aumento
significativo en los niveles de mensajero de iNOS en las células pretratadas con ambas drogas. B) WB
de iNOS en células J774.1 tratadas con PMA, LPS o control. Similar a los resultados observados en la
gPCR, se observa un aumento en los niveles de iNOS. A la derecha se muestra un WB representativo.

*p<0,05
/

Confirmada la activacidon de las células se procedid a la infeccién de las mismas a las 24 hs de la
activacion a MOI = 1. La titulacidn de los lisados celulares mostré una disminucidn significativa
en la susceptibilidad a la infeccién en las células pretratadas con PMA o LPS (Figura 39),

mientras que mostraron menores niveles de IFN-IB (Figura 40) acorde a la menor cantidad de

virus.
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Figura 39. Susceptibilidad a la infeccidn viral en macréfagos activados.

A) Se muestran los resultados de la titulacidn de los extractos celulares de células J774.1 infectadas con
CVB3 (MOI = 1) y pretratadas o no con PMA o LPS. Se observa una menor susceptibilidad a la infeccion
en las células preactivada. B) qPCR de Entero de las células J774.1 pretratadas o no con PMA o LPS e

.

infectadas con CVB3 (MOI = 1). Los resultados coinciden con lo observado en la titulacion.

4 )

Figura 40. Niveles de IFN-Ip.

gPCR de IFN-IB en las células J774.1 pretratadas o no con PMA o LPS e
infectadas con CVB3 (MOI = 1). Se observa una disminucion en los niveles
de esta citoquina en las células pretratadas con PMA o LPS.

- .
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iv. La infeccion de los macrdéfagos por CVB3 produce cambios en los niveles de

Gal-3

Como ya se menciond en la introduccidn, la secrecion de Gal-3 en macréfagos se ve asociada a
un fenotipo AAM® (MacKinnon et al. 2008), aunque también se ha visto aumentada en la
activacion cldsica (Novak et al. 2011). Con el objetivo de analizar las consecuencias de la
infeccion de los macréfagos por CVB3 en los niveles de Gal-3 tanto a nivel transcripcional como
traduccional y en la proteina secretada, se procedié a infectar las células (MOI = 1) como en los
casos anteriores y se cosecharon muestras de células a 1 y 2 dpi para extraccion de RNA y
proteinas, y de sobrenadantes para evaluar mediante ELISA los niveles de Gal-3 secretados. Los
resultados muestran un aumento en los niveles de Gal-3 tanto a nivel transcripcional y

traduccional como en los niveles de Gal-3 secretados (Figura 41).
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4 )

Figura 41. Aumento en los niveles de Gal-3.

A) qPCR de Gal-3 a 1y 2 dpi, se observa un aumento en los niveles de mMRNA de Gal-3 en las células
infectadas; B) WB a 1 dpi de Gal-3, se observa un aumento en los niveles proteina de Gal-3 y un WB
representativo; C) ELISA de sobrenadantes de Gal-3 a 1 y 2 dpi, los resultados coinciden con los
antes mostrados para el mRNA y las proteinas, viéndose un aumento a ambos tiempos en las

células infectadas. * p < 0,05; ** p< 0,01 J

o
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Discusion

La vasta mayoria de las infecciones virales resultan en una alteracién del funcionamiento del
sistema inmune del huésped ya sea porque tienen como blanco principal para su replicacién a
algunos de sus componentes celulares o bien porque como consecuencia de su replicacion se
genera la induccién de diversas citoquinas, quimioquinas y otros factores que son capaces de
afectar la respuesta inmune (McChesney et al. 1987). En este sentido, en el caso de CVB,
trabajos pioneros utilizando técnicas de hibridizacion in situ para la deteccion de RNA
enteroviral en un modelo murino de infeccién experimental por CVB3, pudieron precisar que
durante la fase aguda el virus podia ser detectado en varios érganos incluyendo bazo y
ganglios linfaticos. En el bazo, la gran mayoria de las células infectadas se localizaban en Ia
periferia de los foliculos linfoideos y expresaban un fenotipo caracteristico de células pre By
de linfocitos B. Si bien el RNA viral también pudo ser detectado en menor cantidad en otras
células incluyendo linfocitos helper CD4" y células Mac-1%, el genoma enteroviral no pudo ser
detectado en células identificadas como linfocitos citotdxicos/supresores CD8" (Klingel et al.
1996). Pocos afios después, el rol de los linfocitos B durante la infeccion con CVB3 pudo ser
precisado y mas alld de confirmar que los linfocitos B son susceptibles a la infeccion por CVB3
pudo ser demostrado que era a través de una infeccion productiva que involucraba
aproximadamente entre el 1 al 10% de las células. Sorprendentemente, dado el nivel de
deteccién de RNA viral en estas células, y el hecho de que los linfocitos B expresan niveles
apenas detectable de CAR, se sugirid que debia existir otra forma de entrada en estas células
por parte de este virus. EIl mismo estudio demostré que habia ausencia de deplecion de
linfocitos B consecutiva a la infeccidn, indicando que estas células no explicarian la
inmunodepresidon transitoria que habia sido reportada previamente. Interesantemente, la
replicacién viral y su subsecuente diseminacién fueron detectadas retrasadas en ratones
carentes de linfocitos B, consistente con que los linfocitos B juegan un importante rol en la

inicial multiplicacion y/o distribucidn del virus a diferentes érganos (Mena et al. 1999).

Ha sido reportado que CVB3 es incapaz de replicar en una linea celular de origen monocitario o
en células mononucleares de sangre periférica indicando que la susceptibilidad a la replicacion
viral podria depender del estado de diferenciacion y maduracion de las células. A fin de
confirmar esta hipdtesis, los investigadores estudiaron la susceptibilidad a la infeccion por
CVB3 utilizando unidades formadoras de colonias macrofagicas-granulociticas y en lineas

celulares hematopoyéticas con varios estadios de diferenciacion y maduracién simultaneos.
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Los resultados fallaron en establecer una correlacidn con el estadio madurativo de este tipo
celular y la susceptibilidad a la infeccidon por CVB3 (Vuorinen et al. 1996). Por otro lado, y con
respecto a la eventual susceptibilidad y alteracion de la funcionalidad de los macréfagos por la
infeccion con CVB, también ha sido publicado que CVB3 es capaz de multiplicarse en
monocitos humanos sin afectar su viabilidad, en forma similar a lo observado en linfocitos B
murinos y en contraste con el efecto litico observado en la mayoria de los tipos celulares
estudiados a la fecha, y que como resultado de la replicacién viral, se producia induccion y
secrecion de diversas citoquinas proinflamatorias tales como IL-1, IL-6 y TNFa (Henke et al.
1992). Quizas, por un relativamente corto periodo de tiempo, las citoquinas inducidas por
CVB3 podrian ser beneficiosas para el huésped ya que estas moléculas representan factores
esenciales requeridos para una respuesta antiviral efectiva. Sin embargo, si los
monocitos/macrofagos que llegan al corazén se mantienen infectados y contintdan liberando
citoquinas, las consecuencias podrian resultar en el dafio tisular, incluyendo al tejido no
infectado. Mas aun, varias de esta moléculas incluyendo IL-1, TNFa, y NO afectan
deletereamente y en forma marcada, el funcionamiento de las células cardiacas (Gulick et al.

1989; Henke et al. 1992; Balligand et al. 1993).

En el caso especifico del rol de los macréfagos durante una infeccidn viral, estos tienen un rol
crucial en la respuesta inmune innata y adaptativa a los virus y son mediadores criticos en los
procesos inflamatorios cruciales para la contencién y eliminacién del patégeno viral. Sin
embargo, la inflamacién también se asocia a procesos deletéreos en el ambiente tisular, y por
lo tanto debe ser reprimida para permitir una curacion completa. Los macréfagos, entonces,
también participan en la resolucién de la inflamacién al producir otras citoquinas vy
guimioquinas, ahora anti-inflamatorias, y eliminando los restos celulares. Los macréfagos por
lo tanto, pueden exhibir propiedades pro y antiinflamatorias, dependiente el estadio de la
enfermedad y las sefales recibidas, como por ejemplo el balance inflamatorio en el

microambiente (Laskin et al. 2011).

Ante la escasez de estudios previos, fue que se decidid en este trabajo caracterizar la infeccion
de macréfagos murinos por CVB3 utilizando la linea J774.1 como modelo. En base a los
resultados obtenidos, se pudo comprobar la susceptibilidad de los macréfagos murinos a la
infeccion por CVB3. Sin embargo, los titulos virales en los sobrenadantes se detectaron a
niveles relativamente bajos e incluso no pudieron ser detectados después de las 24 hs pi. En

contraste, la deteccién de RNA viral en las células continué al menos hasta 3 dpi, fin de la
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etapa en estudio. Por otro lado, la infeccion por CVB3 fue capaz de inducir la expresién de
mRNA de iNOS e IFN-IB, cuyas respectivas proteinas podrian participar en la respuesta
proinflamatoria y antiviral. Como se menciond previamente en la Introduccidn, la persistencia
del genoma y proteinas virales en células presentadoras de antigenos podria generar in vivo
una respuesta inflamatoria crénica, la cual, en el caso del miocardio infectado por CVB3, se
podria asociar a la CMD (Mogensen 1979). La induccidon de la expresidn de iNOS en macréfagos
habia sido confirmada previamente in vivo en la miocarditis experimental inducida por CVB3
como un factor critico en la inhibicion de la replicacion viral ya que la inhibicién farmacolégica
de iNOS o su ausencia en ratones KO conduce a elevados titulos virales cuando comparados
con ratones sin tratamiento o WT (Lowenstein et al. 1996; Zaragoza et al. 1998). Por otro lado,
se observé que el tratamiento de macréfagos con un inhibidor especifico de iNOS (N®-nitro-I-
arginina metil éster) en condiciones in vitro, conducia a una susceptibilidad aumentada en
células de la linea de macréfagos murinos RAW264.7, demostrando la importancia de esta
proteina en controlar la infeccién de macréfagos por CVB3 (Hiraoka et al. 1996). Con respecto
al IFN-IB, es sabido que este induce la expresidn de cientos de genes para combatir infecciones

virales en todas las células nucleadas (Macmicking 2012).

El hecho de que la infeccidon de la linea de macréfagos murinos J774.1 por CVB3 induzca la
expresion de iNOS e IFN-IB, ambos asociados al control de la infeccidn viral, sugieren la
importancia de este tipo celular en la patogénesis de la infeccidn viral, y en particular, en la
miocarditis viral. Considerando que el IFN-IB y la iNOS muy probablemente sean sdélo algunos
dentro de una variedad de citoquinas pro-inflamatorias producidas en la infeccién viral por
estas células, es que puede especularse que los macréfagos infectados podrian tener un rol
perjudicial en el tejido miocardico infectado. Por lo tanto, la infeccion de macréfagos por
CVB3, la persistencia de su genoma vy la liberacion de citoquinas y otras moléculas podrian

contribuir al dafio cardiaco observado en la miocarditis murina inducida por CVB3.

Con respecto a las consecuencias que tendria el estado de activacién previo sobre la
susceptibilidad a la infeccion por CVB3, el tratamiento de las células J774.1 con PMA o LPS
condujo a una subsecuente disminucién en la susceptibilidad a la infeccién por CBV3 medida
tanto por la caida del titulo de infectividad viral en los sobrenadantes celulares como por la
cantidad de RNA viral presente en las células. Esta disminucidon en la susceptibilidad viral
correlaciond positivamente con un aumento en lo niveles de iNOS, asociados a un fenotipo

CAMO, y negativamente con los niveles de mRNA de IFN-IB respecto de los valores obtenidos
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en las células sin tratar utilizadas como controles. Es decir que la disminucién en la
susceptibilidad a la infeccion viral no se asocié a mayores niveles de IFN-IB, sino de iNOS. Por lo
tanto, en el contexto de la infeccion de macréfagos activados por CVB3, el NO derivado de

iNOS pareceria ser mas importante en regular la replicacién de CVB3 que el IFN-IB.

La Gal-3 es una lectina animal inicialmente conocida por ser altamente expresada y secretada
por macrofagos (Sato et al. 1994; Liu et al. 1995). Posteriores trabajos han demostrado que
numerosos patégenos de distintos géneros pueden inducir cambios en la expresion, actividad y
secrecion de Gal-3 en diversos tipos celulares. En este sentido, se ha reportado que la
expresion génica de Gal-3 es inducida por Helicobacter pylori (Fowler et al. 2006), mientras
gue la expresion génica y proteica es inducida en respuesta a infecciones HIV, virus Junin y
Trypanosoma cruzi (Schroder et al. 1995; Vray et al. 2004; Jaguenod De Giusti et al. 2011). La
secrecion de Gal-3 por células epiteliales gastricas aumenta en respuesta a la infeccién por H.
pylori (Fowler et al. 2006) y en neutrdfilos por Streptococcus pneumoniae (Sato et al. 2002;
Nieminen et al. 2008) y en el modelo murino de infeccion por S. pneumoniae induce el
reclutamiento de neutrdfilos (Sato et al. 2002; Nieminen et al. 2008). En la infeccion por HSV-1
se pudo comprobar que Gal-3 tiene efectos proinflamatorios en monocitos, macréfagos vy
neutrdfilos, células involucradas en regular la severidad y duracidn de las infecciones (King et

al. 2009).

Se han demostrado una amplia variedad de actividades bioldgicas de Gal-3 in vitro. Esta lectina
activa varios tipos celulares, incluyendo mastocitos (Frigeri et al. 1993), neutrdfilos (Yamaoka
et al. 1995), monocitos/macréfagos (Liu et al. 1995) y linfocitos (Dong et al. 1996; Hsu et al.
1996). También se la asociado a procesos de adhesion celular (Sato et al. 2002; Fowler et al.
2006). Estas funciones extracelulares sugieren un posible rol de esta proteina en las reacciones
inmunes y respuestas inflamatorias. Por lo tanto, las funciones de Gal-3 parecerian ser
multifacéticas extendiéndose tanto al compartimiento intracelular como extracelular. Debido a
su amplia distribucién tisular y sus efectos variados en muchos sistemas, Gal-3 pareceria estar

involucrada en una variedad de procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Con el fin de elucidar en forma mas precisa las funciones biolégicas de Gal-3 en el contexto de
la infeccion por CVB3 y la patologia asociada, analizamos la regulacion en la expresidon de esta

lectina en macrofagos como consecuencia de la infeccién por CVB3.
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En lo mejor de nuestro conocimiento, creemos que este trabajo es el primero en estudiar la
expresion de Gal-3 asociada a la infeccidon por CVB3. Nuestros resultados mostraron que la
infeccidn de la linea de macréfagos J774.1 por CVB3 condujo a un aumento de Gal-3 a nivel
transcripcional, traduccional y de proteina secretada al sobrenadante. Es interesante notar que
aunque en ocasiones la expresién de Gal-3 se ha visto asociada a la activacién alternativa de
macrofagos (Li et al. 2008; MacKinnon et al. 2008), otros estudios le otorgan a esta lectina un
rol pro-inflamatorio (Hsu et al. 2000; Zuberi et al. 2004; Novak et al. 2011), sugiriendo que la
asociacién de su expresién puede variar en cada situacion particular. Para el caso de la
infeccion de macréfagos por CVB3, nuestros resultados muestran que su induccién se
encuentra acompafiada de una sobreexpresion de iNOS, marcador de CAMQ, indicando que

esta lectina estaria asociada a una respuesta proinflamatoria en la infeccidon por CVB3.

Estos resultados muestran la importancia de integrar este tipo celular y las citoquinas y
moléculas estudiadas en la infeccién por CVB3 y los mecanismos patogénicos involucrados que
conducen a MV y CMD. Por ello, fue de interés estudiar el rol de los macrdéfagos, su deplecidony
la ausencia de Gal-3 durante la infeccion murina por CVB3 y sus consecuencias en la fibrosis

cardiaca inducida.
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3. Rol de los macréfagos en la miocarditis viral y la fibrosis

Como se menciond en la Introduccién los macréfagos son células de la inmunidad innata
importantes en la eliminacion de patdgenos y la presentacion antigénica (Mogensen 1979). Sin
embargo, el proceso inflamatorio generado puede conducir a un elevado dafio tisular (Henke
et al. 1992). Hasta el momento, aquellos trabajos que analizaron el rol de los macréfagos y Gal-
3 en el dafio y reparacion de tejidos, lo hicieron a partir de la generacién de dafio mecdanico o
farmacoldgico (Duffield et al. 2005; Henderson et al. 2006; Henderson et al. 2008; Dragomir et
al. 2012). Trabajos anteriores demostraron que la deplecion de macrofagos por silica en
ratones BALB/c aumentaban la mortalidad inducida por CVB3 (Rager-Zisman et al. 1973). Sin
embargo, a pesar de que la silica es capaz de bloquear la actividad fagocitica de los
macréfagos, es posible que muchos macréfagos encontraran particulas de silica en
concentraciones subletales. Esto conduciria a la activacion de los mismos, aumentando la
produccidn y secrecién de diversas citoquinas proinflamatorias y NO. Estos eventos podrian
aumentar el dafo producido por los macréfagos en la infeccidn siendo por lo tanto incierto el

rol de los mismos en la MV (van Rooijen et al. 1997).

Dentro de este contexto, surgié el interés de evaluar el rol de los macréfagos y Gal-3 en Ila
miocarditis inducida por CVB3, tanto en la etapa aguda (evaluando su capacidad de controlar
la infeccién) como en la crénica (asociandolos a procesos fibréticos). Para ello, animales
C3H/He) de 5 semanas de edad fueron inoculados IP con CVB3 y depletados o no de
macrdéfagos a distintos tiempo pi. La deplecién de macréfagos se realizé mediante la inyeccién
de Liposomas con clodronato (LipClod) y fue confirmada por citometria de flujo de muestras
de bazo en la que se analizd el porcentaje de células que pertenecian a monocitos, células
precursoras de los macréfagos. Los resultados mostraron una disminucion del 60% en el
porcentaje de células blancas correspondientes a monocitos, coherente con la deplecién

buscada (Figura 42).
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Figura 42. Citometria de flujo de muestras de bazo de los ratones deplecionados.
Se tomaron muestras de bazo de los ratones 48 hs después de la deplecién y se analizaron por
citometria de flujo, A) El 78% de las células blancas corresponden a monocitos/macréfagos; B) Luego de

la deplecidn, este nimero disminuyo al 18%.
.

3-A. Rol de los macréfagos en las etapas aguda y subaguda de la

miocarditis viral

i. Esquema de deplecion

Para el analisis del rol de los macréfagos en las etapas aguda y subaguda de la miocarditis viral
se deplecionaron los animales desde el dia O pi y cada 5 dias con una dosis de LipClod de 10
ul/g de peso y se inocularon con 2,2 x 10* UFP de CVB3 al dia 0. Las muestras se cosecharon a 3

y 7 dpi segun fueran para etapa aguda o subaguda, respectivamente (Figura 43).

4 )

Figura 43. Esquema de depleciones modelo agudo.
Los animales se deplecionaron el dia de la infeccidn por inyeccién IP de 10 pl/g de LipClod. Se
repitid la deplecidn al dia 5 pi.

o J
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ii. La deplecion de macrdéfagos aumenta los titulos virales a 3 y 7 dpi

Con el fin de estudiar en rol de los macréfagos en la infeccidn por CVB3 se analizé la viremia y
los niveles de virus infectivo en pancreas, corazéon y bazo a 3 y 7 dpi. A ambos tiempos pi los
animales depletados de macréfagos presentaron significativamente mas virus en todas las

muestras estudiadas (Figura 44A y B, respectivamente).
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Figura 44. La deplecion de macrofagos aumenta los titulos virales.

A) Log;,TCIDsy/g 0 ml de diferentes muestras de tejidos de animales infectados (barras blancas) e
infectados y depletados (barras negras) a 3 dpi. Los animales depletados mostraron mayores titulos
virales en todas las muestras estudiadas. B) Log,oTCIDs,/g 0 ml de diferentes muestras de tejidos de
animales infectados (barras blancas) e infectados y depletados (barras negras) a 7 dpi. Los animales
depletados mostraron mayores titulos virales en todas las muestras estudiadas. * p < 0,05, ** p <
0,01

o .

iii. La deplecion de macrofagos disminuye el daio tisular agudo

Se analizd el dafio tisular a 7 dpi. Los animales depletados de macréfagos presentaron menos
dafio tisular (Figura 45) a pesar de una mayor carga viral (Figura 44B) Estos resultados
otorgarian un rol importante de los macréfagos en el dafio tisular en la miocarditis viral

causada por CVB3.
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4 )

Figura 45. La deplecidon de macréfagos disminuye el daiio tisular

Tincidn HE representative de secciones de corazdén y pancreas a 7 dpi, i) corazén de animales no
infectados, ii) corazon de animales infectados con CVB3, iii) corazon de animales infectados con
CVB3 vy deplecionados, iv) pancreas de animales no infectados, v) pancreas de animales
infectados con CVB3, vi) pancreas de animales infectados con CVB3 y deplecionados. Los
animales infectados muestras dreas de infiltracion de macréfagos, las cuales se ven reducidas en
los animales deplecionados. En cuanto al pancreas se observa menor proporciéon del mismo
dafado.

N J

La disminucion en el dafio en corazén y pancreas de los animales depletados no se atribuyo a

una menor susceptibilidad a la infeccién por CVB3.

iv. Infiltrado inflamatorio en la miocarditis viral

Utilizando anti Ibal, un anticuerpo especifico de macréfagos, se realizaron estudios IHQ con el
fin estudiar la proporcién de este tipo celular en el infiltrado celular presente en la miocarditis
viral murina. Los resultados mostraron una elevada proporcién de macrdfagos en las lesiones
inducidas por CVB3 y, como se esperaba, una marcada disminucion de los mismos en los

animales deplecionados (Figura 46).
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Figura 46. Macroéfagos e infiltrado inflamatorio.

IHQ de Ibal en corazones de animales Mock, infectados con CVB3 e infectados con CVB3 y
depletados (CVB3+LipClod). La infeccidn viral conduce a la aparicién de un elevado foco inflamatorio
con un alto porcentaje de macréfagos. Coherente con la deplecion realizada, los corazones de los
animales infectados y depletados de macréfagos no presentan elevada marcacién de lbal.

o J

V. La deplecion de macrofagos disminuye la expresion de Gal-3 e iNOS cardiacas

inducidas por la infeccion

A fin de correlacionar la histologia cardiaca de los animales sacrificados a 7 dpi con la
expresion tisular de Gal-3 e iNOS, se realizaron estudios IHQ con anticuerpos contra Gal-3 e
iNOS. Los resultados mostraron una significativa mayor marcacion focal tanto para iNOS como
para Gal-3 en los animales infectados y ausencia de la misma tanto en los tejidos de los
animales no infectados utilizados como control como en los infectados y deplecionados. Estos
resultados sugieren que la expresién de las mencionadas moléculas estd restringida

principalmente a los macrofagos del exudado inflamatorio (Figura 47).
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4 )

Figura 47. IHQ de Gal-3 e iNOS a 7 dpi.

IHQ de corazones de animales 7 dpi. Los animales control no muestran una marcacién importante
para iNOS o Gal-3; por el contrario, en los animales infectados con CVB3 se observa gran cantidad
de marca, ubicada en focos puntuales asociados a focos inflamatorios; finalmente, los animales
deplecionados no muestran marcacion para ninguna de estas proteinas, coincidente con la ausencia

Qe macrofagos. J

vi. La deplecion disminuye los niveles de seiales proinflamatorias

Se evaluaron los niveles de Gal-3, INOS (CAM®) y Arginasa | (AAM®) observandose diferencias
entre los animales infectados y deplecionados y los sélo infectados. Como se podia esperar
para el estadio agudo de la miocarditis, se observaron niveles elevados de mRNA de iNOS,
asociado a un estadio proinflamatorio y Gal-3. Por el contrario, la Arginasa |, asociada a los
AAMO se encontré disminuida en los animales infectados, lo que coincide con una respuesta

mayoritariamente proinflamatoria a la infeccién por CVB3. Como se esperaba en los animales
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deplecionados comparados con los sin deplecionar, la deplecidon de macréfagos se tradujo en

bajos niveles de los 3 mRNAs (Figura 48).

4 )

Figura 48. Niveles de mRNA de iNOS, Gal-3 y Arginasa | en la infeccién aguda.

gPCR de iNOS, Gal-3 y Arginasa | en corazones a 3 dpi. Se observa mayor expresion de iNOS en los

animales infectados, disminuyendo en aquellos deplecionados. Ocurre lo mismo con Gal-3, que

tendria asociado un rol proinflamatorio. Por el contrario, Arginasa | disminuye ya que se trata de
\un marcador de AAMQO, los cuales se expresan en el estadio crénico de la enfermedad. J

vii. Gal-3 modula la replicacion viral en varios tejidos

A fin de profundizar el estudio de la relacidon entre Gal-3 y la infeccién viral, se procedié a
analizar el rol de Gal-3 en la replicacion viral utilizando animales C57BL/6 WT y C57BL/6 Gal-3
KO. Para ello, ratones C57BL/6 Gal-3 KO de 4 semanas de edad fueron inyectados IP con 2,2 x
10* UFP de CVB3. Sin embargo, debido a una inesperada elevada mortalidad (75%) el
experimento debid repetirse utilizando animales de mayor edad de forma de disminuir la

susceptibilidad utilizando animales C57BL/6 Gal-3 KO de 6 semanas de edad. Los resultados
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demostraron una disminucion en el titulo viral en corazén y un aumento en pancreas a 3 dpi

(Figura 49).

4 )

Figura 49. Titulo viral en C57BL/6 Gal-3 KO.

A) Log,,TCID50/g en pancreas de C57BL/6 WT comparado con Gal-3 KO. Se observa un aumento en
el titulo viral en corazén. B) Log;oTCID50/g en corazén de C57BL/6 WT comparado con Gal-3 KO. Se
observa una disminucién en el titulo viral en corazén. * p < 0,05

. J

viii.  La inhibicion de Gal-3 no afecta la replicacién viral

A fin de analizar el rol de Gal-3 extracelular en el contexto del modelo murino de miocarditis
viral, animales C3H/HelJ de 5 semanas de edad fueron inoculados o no con un inhibidor
altamente especifico de Gal-3, N-Acetil-D-Lactosamina (Gal-3i) (Yu et al. 2012) por via IP dos
horas antes de la inoculacién IP con 2,2 x 10* UFP de CVB3. A los 3 dpi se analizaron la viremia

y la infectividad viral en muestras de tejidos de pancreas, corazén y bazo (Figura 50).
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Figura 50. TCID50 en C3H/HeJ con o sin Gal-3i.

Log1,TCID50/g o ml a 3 dpi de animales infectados con (barras negras) o sin
(barras blancas) inoculacion de Gal-3i 2 hs antes de la infeccidon. No se
observan diferencias en los titulos virales.

- J

ix. La inhibicion de Gal-3 disminuye el dafio tisular

A continuacidn se analizé el dafo tisular en corazén de ratones control, infectados e infectados
e inoculados con Gal-3i a 7 dpi. Se observa menor daio en los animales infectados y tratados

con el Gal-3i que en los infectados (Figura 51).

4 )

Figura 51. HE de de animales control, infectados o infectados con Gal-3i.
Se observa menor cantidad de focos necréticos en los corazones de los animales infectados y

tratados con el inhibidor de Gal-3.
o
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3-B. Rol de los macréfagos en la etapa cronica de la miocarditis

Como se mencioné en la Introduccion, la respuesta inmune contra la infeccidn viral se ha
asociado a gran parte del dafio observado en la miocarditis inducida por CVB3 (Fuse et al.
2005; Esfandiarei et al. 2008). Luego de la etapa aguda, citoquinas antiinflamatorias como TGF-
B e IL-10 secretadas por células T regulatorias y AAM® promueven la resolucidon de la
respuesta inmune y el reemplazo del tejido muerto por cicatrices fibréticas, mediante la
activacion de fibroblastos a miofibroblastos productores de coldgeno (Papageorgiou et al.
2012). En un trabajo de Duffield y col. (Duffield et al. 2005), se analizé el comportamiento
diferencial de los macrdfagos en la fibrosis hepatica, mostrando que la eliminacion de los
mismos en distintas etapas del dafio inducido por tetracloruro de carbono, resultaba en un
aumento o disminucién de la fibrosis, confirmando el rol diferencial de los CAM® y AAMO® en

esta patologia.

Teniendo en cuenta ese antecedente, se decidié analizar las consecuencias de la deplecién de
macroéfagos en dos momentos distintos de la miocarditis viral y sus consecuencias sobre la
fibrosis cardiaca. La deplecion en el estadio agudo, que en el capitulo anterior mostré un
aumento en los titulos virales y una disminucién en la secreciéon de iNOS y Gal-3 junto con un
menor dafio tisular. Y la deplecidon en un estadio subagudo, luego de la eliminaciéon completa
del virus en los tejidos (14 dpi), donde los mismos tendrian un rol de AAM®, reparando el

dafio producido en la miocarditis aguda.

i. Esquema de deplecion

Con el objetivo de analizar el rol de los macrdfagos en el estadio crénico de la miocarditis viral,
los animales fueron deplecionados de macréfagos por la inyeccion de 10 pl/g de Liposomas
con Clodronato en dos condiciones de deplecidn distintas (Figura 52), a partir del dia 0 para
evaluar la ausencia de macréfagos en toda la infeccidn y sus consecuencias sobre la fibrosis y a
partir del dia 14 para evaluar el rol de los macréfagos una vez eliminado el virus del organismo
e infectados con 2,2 x 10 UFP de CVB3. Para mantener la deplecidén se repitieron las

inyecciones cada 5 dias.
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Figura 52. Esquema de deplecion.
Los animales se deplecionaron el dia de la infeccion o a los 14 dpi por inyeccion IP de 10 ul/g de
LipClod. Se repitio la deplecidn cada 5 dias.

G

ii. La deplecion de macrofagos no conduce a la persistencia viral

Con el objetivo de evaluar si la deplecién de macréfagos en el estadio subagudo afecta la
eliminacion del virus del corazén generando su persistencia, proceso asociado con la
inflamacién crénica y la CMD, se realizd una extraccion de RNA, RT y PCR para evaluar la
presencia del RNA viral en las muestras de corazén a 30 dpi. Los resultados muestran ausencia

del genoma viral por PCR (Figura 53), indicando que la ausencia de macréfagos no conduce a la

persistencia viral.

4 )

Figura 53. Analisis de la persistencia viral en corazén.

Se realiz6 la extraccidon de RNA, la RT y PCR para evaluar presencia del genomal viral en corazén. No
se pudo detectar la persistencia del mismo en 40 ciclos de PCR, indicando que la deplecién de
macrofagos, tanto a 0 como a 14 dpi no conduciria a la persistencia viral. Se muestran 2 muestras
representativas de cada tratamiento y un control positivo de PCR para ambos primers.
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iii. La infeccion conduce a la aparicion de focos fibroticos en corazon y reemplazo

adiposo en pdncreas

Los tejidos de los animales sacrificados a 30 dpi no infectados, infectados e infectados y
deplecionados a 0 y 14 dpi fueron analizados por tincién tricrdmica de Masson en busca de
lesiones fibroticas. No se observaron lesiones en pancreas ni corazén de los animales Mock
(Figura 54A y B), mientras que en los infectados se observé un reemplazo adiposo cercano al
100% en pancreas y focos fibréticos en corazén de los animales infectados con CVB3 (Figura
54C y D). Sin embargo, los animales infectados y deplecionados a 0 dpi mostraron un menor
dafio en pancreas y menor cantidad de focos fibréticos en corazén (Figura 54E y F) que los
animales infectados. Este resultado resultd llamativo considerando que estos animales
presentaron mayor carga viral en ambos tejidos. Los animales infectados y deplecionados a 14
dpi no parecerian presentar diferencias en el daifio pancreas y corazéon comparados con los

animales infectados (Figura 54G y H).
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Figura 54. Tincion tricromica de Masson de tejidos de animales sacrificados a 30 dpi.

A) Pancreas C3H/Hel Mock; B) Corazén C3H/He) Mock; C) Pancreas C3H/Hel + CVB3H3, se observa 100%
de reemplazo adiposo; D) Corazén C3H/Hel) + CVB3H3 con focos fibréticos (flecha blanca); E) Pancreas
C3H/HeJ + CVB3H3 + LipClod O dpi, se observa un 15% de reemplazo adiposo; F) Corazén C3H/HeJ +
CVB3H3 + LipClod 0 dpi, se observan unos pocos y pequeiios focos fibréticos (flecha blanca); G) Pancreas
C3H/HeJ + CVB3H3 + LipClod 14 dpi, se observa un 80% de reemplazo adiposo; H) Corazén C3H/Hel +
CVB3H3 + LipClod 14 dpi, se observan focos fibréticos (flecha blanca). )

o
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iv. La tincion con Sirius Red confirmo los cambios en la fibrosis

La tincion con Sirius Red confirmo los resultados obtenidos con el tricromico de Masson (Figura
54B) ya que mostrd la presencia de fibras de coldgeno (Figura 55B) en el corazén de los
animales infectados y sacrificados a 30 dpi, mientras los animales Mock y los infectados y
deplecionados a dia 0 pi no mostraron presencia significativa de fibras de colageno (Figura 55A
y C) mientras que los animales infectados y deplecionados a dia 14 pi (Figura 55D) presentaron

menos fibras de coldgeno que los animales infectados (Figura 55B).

4 N
A B

Y

Figura 55. Tincion de PricoSirius Red de tejidos de animales sacrificados a 30 dpi.

Tincion de PricoSiriusRed de A) corazén control a 30 dpi; B) corazéon de animal infectado con
CVB3H3 a 30 dpi, se observan fibras de colageno (flechas blancas); C) corazén de animal infectado
con CVB3H3 y deplecionado a 0 dpi, no se observan fibras de colageno; D) corazén de animal
infectado con CVB3H3 y deplecionado a 14 dpi, se observan fibras de colageno (flechas blancas) en
menor cantidad y tamafio que en B). J

V. Los marcadores de fibrosis variaron considerablemente

Se realizaron estudios IHQ con el fin de detectar aSMA (marcador de miofibroblastos) y Gal-3

(asociado a varios procesos de fibrosis, incluida la cardiaca) en los corazones de los distintos
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grupos de animales. Los resultados mostraron mayor cantidad de aSMA (Figura 56) como de
Gal-3 (Figura 57) en los tejidos de los animales infectados e infectados y deplecionados a 14

dpi, comparados con los animales no infectados o los infectados y deplecionados a 0 dpi.

4 N

<

Figura 56. IHQ de aSMA de animales a 30 dpi con o sin deplecion de macréfagos.

IHQ de aSMA de corazones de animales Mock (i), infectados con CVB3 (ii), infectados y depletados a 0
dpi (iii) e infectados y depletados a 14 dpi (iv). Los animales Mock y los infectados y depletados a O dpi
no presentan elevada marcacién de aSMA, mientras que los animales infectados y los infectados y

kdepletados a 14 dpi, presentan una elevada marcacion de esta proteina.
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<

Figura 57. IHQ de Gal-3 de animales a 30 dpi con o sin deplecidon de macréfagos.

erletados a 14 dpi, presentan una elevada marcacidn de esta proteina.

IHQ de Gal-3 de corazones de animales Mock (i), infectados con CVB3 (ii), infectados y depletados a 0
dpi (iii) e infectados y depletados a 14 dpi (iv). Los animales Mock y los infectados y depletados a O dpi
no presentan elevada marcacion de Gal-3, mientras que los animales infectados y los infectados y

~

J

A fin de confirmar los estudios previos se analizé por qPCR los niveles de mRNA de aSMA, TGF-
B1 y proColl (ya que se produce como un precursor que luego es clivado) en las distintas
condiciones estudiadas. Los resultados mostraron un aumento de los niveles de aSMA, TGFB y
proColl en los animales infectados y los infectados y deplecionados a 14 dpi, mientras que en
los animales deplecionados al momento de la infeccidn se observaron niveles de aSMA, TGFB y

proColl similares a los de los animales Mock (Figura 58).
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4 )

Figura 58. qPCR de marcadores de fibrosis.

gPCR de aSMA, TGF-B1, proColl y Gal-3 como marcadores de fibrosis en corazén. Los animales
deplecionados a 0 dpi presentan niveles de estos mensajeros similares a los animales Mock. Por el
contrario, los animales infectados y los infectados y depletados a 14 dpi, mostraron niveles mas
elevados de estos tres marcadores. * p <0,05; ** p <0,01 J
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Discusion

Se ha demostrado que los macrdéfagos son componentes importantes de la defensa del
huésped en la via de ingreso, limitando la distribucidn del virus a los érganos blanco y la

eliminacion del mismo de los tejidos infectados (Mogensen 1979).

Sin embargo, la situacion podria ser mas complicada ya que mas tardiamente fueron
descriptas distintas subpoblaciones de CAM® y AAM® con roles diferenciales en diversas
patologias (Duffield et al. 2005; Sung et al. 2007; Fink et al. 2009; Dragomir et al. 2012).
Mientras que los CAMO liberan citoquinas y mediadores proinflamatorios que contribuyen al
dafio, los AAM® disminuyen la inflamacion y promueven la reparacion de tejidos (Laskin
2009). Los mecanismos y las consecuencias asociados a la activacion de las distintas

subpoblaciones de macrdéfagos en la MV inducida por CVB3 aun no han sido establecidos.

En la MV aguda inducida por CVB3 se observa necrosis de cardiomiocitos junto a un exudado
inflamatorio con predominio linfo-mononuclear. El dafio cardiaco observado seria
consecuencia del efecto litico directo producido por la replicacién viral junto al dafio
ocasionado por la respuesta inmune del huésped. En uno de los escasos trabajos previos
realizados por otros, se observéd un aumento en la mortalidad de animales infectados con
CVB3 y deplecionados de macréfagos con silica, comparados con los animales infectados y no
deplecionados, lo que asignaria un importante rol a estas células en la patogénesis de la MV.
Lamentablemente, este trabajo sufre de varias limitaciones comenzando por el mecanismo de
deplecion utilizado, que posteriormente se ha visto asociado a la activacién secundaria de los
macrofagos y que podria tener un rol deletéreo sobre la integridad tisular. Mas importante
todavia es que en el mencionado estudio no se incluyeron parametros virales ni se realizd un
estudio histopatoldgico y por lo tanto se desconoce si el aumento de mortalidad se debia a
mayor replicacion viral junto a un aumento de la patologia asociada (Rager-Zisman et al. 1973).
En otro estudio ya mencionado en esta Tesis, la deplecion de células Mac-1 (que incluyen
monocitos, macrofagos y células NK) condujo a menor dafio cardiaco luego de la infeccién por
EMCV (Hirasawa et al. 1996). Sin embargo, la deplecidn especifica de células NK en la infeccidn
por CVB3 resulté en mayores titulos virales y dafio cardiaco (Godeny et al. 1986) lo que hace
en este caso mas dificil la interpretacion del rol exclusivamente de los macrdéfagos en la MV

aguda.
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Dentro de este contexto es que surgid la necesidad de evaluar el rol de los macréfagos en la
MV inducida por CVB3. Como los macrdfagos podrian presentar varias funciones en forma
independiente, incluyendo su capacidad de controlar la replicacion viral en la MV aguda, su
capacidad de generar dafo tisular durante la MV aguda y su rol en el proceso de reparacion
del tejido dafiado una vez resuelta la inflamacion fue que se decidié realizar el ensayo
separando el estudio sobre el rol durante la MV aguda del eventual rol durante la MV crdnica

utilizando para ello distintos tiempos de deplecidn respecto a la infeccidn viral.

Los resultados obtenidos revelaron un importante rol de los macréfagos en el control de la
infeccidn viral durante la MV aguda inducida por CVB3 ya que la deplecién de los mismos
condujo a un aumento en el titulo viral en todos los tejidos estudiados. Estos resultados son
coincidentes a los obtenidos durante un estudio relativamente similar realizado en la infeccidon
por virus dengue (Fink et al. 2009). En conjunto, estos resultados indicarian que los macréfagos

serian muy importantes para la contencion de la infeccidn viral en el estadio inicial.

Es de destacar que la deplecién de los macréfagos en el estadio agudo, a pesar de resultar en
mayores titulos virales en los tejidos estudiados, resulté en un menor dafio tisular que el
observado en los animales infectados sin deplecionar. Estos resultados son similares a los
observados en un estudio sobre la influencia del sexo del huésped sobre el curso de la MV. En
el mencionado estudio, hembras BALB/c que presentan un fenotipo de macréfagos
mayoritariamente AAMO® fueron comparadas con machos de la misma cepa, donde predomina
los CAM®. Los resultados indicaron un mayor titulo viral en el corazén de las hembras que

correlaciond negativamente con el dafio cardiaco observado (Li et al. 2009).

En conjunto, estos resultados sugieren que los macréfagos participarian en el control de la
replicacién de CVB3 en los tejidos estudiados, en particular los CAM®. Sin embargo, no serian
las Unicas células involucradas ya que en los animales infectados y deplecionados el virus fue
eliminado en sangre y bazo para el dia 7 pi, en forma similar a los animales no deplecionados.
Por otro lado, el dafio tisular observado a 7 dpi fue menor en los animales infectados y
deplecionados en comparacion a los infectados, lo que confirmaria el rol de los macréfagos

CAMO en la injuria de los cardiomiocitos presente durante la infeccién aguda.

Como resultado de la infeccidén se pudo observar un aumento en los niveles de iNOS en el
tejido cardiaco, coincidente con la activaciéon de los macréfagos. Como era de esperar, la

deplecion de estas células condujo a una disminucién en los niveles del transcripto, lo que
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seria coherente con el hecho de que, al menos en el corazén y durante la MV aguda, este gen

es expresado principalmente en macréfagos infiltrados.

En cuanto a Gal-3, pudimos observar un aumento en los niveles de esta lectina, tanto a nivel
del transcripto como de la proteina en las lesiones inflamatorias en corazén durante la fase
aguda de la MV inducida por CVB3. La deplecién de macréfagos condujo a una disminucién en
los niveles de Gal-3, coherente con la observada expresion de Gal-3 en los macrdfagos del
exudado inflamatorio miocardico. La induccidn en la expresion de esta lectina en macréfagos
como consecuencia de la infeccién por CVB3 habia sido observada previamente en nuestros
estudios in vitro sobre células J774.1. Si bien los resultados podrian haber sido distintos ya que
in vivo hay otros tipos celulares y moléculas involucradas, fueron esencialmente coincidentes
con los observados in vitro, sugiriendo que mas alla del entorno, la infeccidon por CVB3 es capaz

de inducir la expresién de Gal-3, al menos en los macrdéfagos, en forma directa.

Cuando se analizé las consecuencias de la ausencia de Gal-3 en la infeccidon aguda, a pesar de
utilizarse una cepa mds resistente a la infeccidn, se observé una mortalidad mas elevada en los
animales KO. Esto llevd a utilizar animales de mayor edad, los cuales resultaron
considerablemente mas resistentes a la infecciéon por CVB3, lo que no permitié observar las
lesiones agudas o crdnicas inducidas por el virus que se habian observado en los ratones
C3H/Hel. Al respecto, se ha reportado que la pérdida de Gal-3 resulta en una menor
susceptibilidad a la artritis inducida por antigeno (Forsman et al. 2011), el dafio cerebral por
hipoxia (Doverhag et al. 2010) y otras condiciones patoldgicas asociadas con respuestas
inflamatorias exageradas. Estos resultados permiten hipotetizar que Gal-3 jugaria un rol en
promover la activacion clasica de macréfagos y la produccién de mediadores inflamatorios en

el corazdén luego de la infeccidon por CVB3 aunque deberan ser confirmados en el futuro.

El analisis de la susceptibilidad a la infeccion en los animales KO para Gal-3 mostré un
comportamiento diferencial entre pancreas y corazén, observdandose un aumento en el
primero y una disminucién en el segundo en el titulo viral de los animales KO respecto de los
WT. El aumento del titulo viral en pancreas seria coincidente con los altos niveles de expresion
de Gal-3 en estos tejidos en los estadios agudos de la infeccion observado en los animales WT,
que podria permitir postular que esta lectina tenga un rol en la en la regulacién de la

replicacién viral diferencial en pancreas y corazon.
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Por el contrario, la inhibiciéon de Gal-3 no condujo a cambios en la viremia o titulos virales en
los tejidos a 3 dpi, indicando que la proteina extracelular podria no estar involucrada en la
regulacién de la replicacion viral. Por el contrario, como se observaron diferencias en el dafio
tisular, esta lectina si tendria un rol de en las respuestas pro y antiinflamatorias que influirian

en los niveles de injuria observados.

En relacion a la etapa crénica de la MV inducida por CVB3, se esperaba que los resultados
estarian sujetos al dafo ocasionado en la etapa aguda y la correcta eliminacion del virus. La
necrosis de cardiomiocitos inducida por la replicacion viral junto al dafo producido por la
respuesta inflamatoria son los elementos responsables del dafio cardiaco ocasionado en la MV
aguda. La eliminacion de macréfagos con el consecuente aumento en los titulos virales pero
una disminuida respuesta inflamatoria podria modular la subsecuente fibrosis, ya que los
macrofagos pueden inducir la deposicion de MEC (evaluada por los niveles de aSMA vy
coldgeno) por parte de los miofibroblastos a través de factores profibroticos, como el TGF-B1.
Fue por lo tanto de interés evaluar si la deplecion de macréfagos realizada tendria como
consecuencia la persistencia del genoma viral en corazén, y eventualmente, la subsecuente
inflamacién crdénica. Los resultados obtenidos mostraron que a pesar de la deplecién de
macréfagos, no pudo detectarse persistencia del genoma viral a 30 dpi, indicando que la

deplecion realizada no afectaria la correcta eliminacion viral del tejido miocardico.

A continuacién se decidid evaluar el efecto de la deplecién de macréfagos en dos estadios de
la MV, en los cuales predominarian los dos fenotipos de macréfagos descriptos. En la
deplecién desde el dia 0 pi, se eliminarian mayoritariamente los macrdéfagos del tipo CAMO,
mientras que en la deplecidon desde el dia 14 pi (con la infeccion ya resuelta), eliminaria
macrofagos en la etapa de resolucién del dafio y la inflamacidon del tipo AAM®. De esta forma
se evaluaria que efecto tiene la deplecién de macréfagos en la etapa aguda o subaguda sobre

la fibrosis inducida como consecuencia del dafio o de la formacion excesiva de MEC.

Coherente con el menor dafio tisular observado a 7 dpi en los animales deplecionados de
macrofagos, se observd que los animales depletados de macrdfagos a 0 dpi presentaron
menos fibrosis y depdsitos de coldgeno y menores niveles de los marcadores de fibrosis aSMA,
TGFB, proColl lo que seria coherente con que la fibrosis observada en la etapa crénica de la
miocarditis viral es resultado de mecanismos de reparacién del dafio cardiaco previo

(Papageorgiou et al. 2012).
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La deplecion de macrdfagos a 14 dpi resultdé en menor cantidad y tamafio de los focos
fibréticos en los animales estudiados. Estos resultados indicarian que la deplecién a partir del
14 dpi alcanzaria para revertir la fibrosis inducida por los mecanismos de reparacion. Sin
embargo, los niveles de transcripto de los marcadores de fibrosis estudiados no mostraron
diferencias con los obtenidos en los animales infectados sin deplecionar. Esta controversia en
los resultados obtenidos debera ser resuelta en el futuro, quizas ampliando el nimero de

casos a estudiar.

En cuanto a Gal-3, el hecho que se haya asociado a fibrosis en una amplia variedad de tejidos
incluido el corazén (Henderson et al. 2006; Henderson et al. 2008; Mackinnon et al. 2011; Yu
et al. 2012), justifico el interés de evaluar su rol en la fibrosis inducida por CVB.
Desafortunadamente, sélo han podido realizarse experimentos en animales Gal-3 KO vy
tratados con el inhibidor Gal-3i en la etapa aguda de la miocarditis, quedando aun por estudiar
las consecuencias de la eliminacién o inhibicién de esta proteina en la etapa crénica de la MV

inducida por CVB3.

Al presente, este trabajo es el primero en analizar el rol de los macréfagos en la MV aguda
producida por CVB3. A su vez, es la primera vez que se estudia el rol de Gal-3 en la misma, y si
bien se han generado un buen numero de resultados también se han generado un gran

numero de interrogantes que deberan ser resueltos en trabajos futuros.
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Conclusiones finales

En el presente trabajo de tesis se analizaron principalmente tres tipos celulares y su relacion
con la miocarditis viral, los dafios producidos por la infecciéon y la fibrosis a nivel de la
susceptibilidad a la infeccidn, la sobrevida celular, los niveles del o los receptores y el grado de

activacion. Pudimos observar que:

1. En cardiomiocitos humanos, los niveles del receptor CAR disminuyen con la
diferenciacién, correlacionando con una menor susceptibilidad a la infeccidon. Debido a que
CVB es un virus usualmente litico, no resulto extrano que la infeccion ocasionara muerte
celular.

2. La aproximacion en el modelo murino mostré resultados similares al estudio en
cardiomiocitos humanos, confirmando que la variacién en los niveles del receptor podria ser la
causa de la susceptibilidad diferencial observada entre animales recién nacidos y adultos.

3. Los niveles del receptor CAR tanto en los estudios in vitro como los in vivo, permitieron
justificar la susceptibilidad diferencial observada entre animales recién nacidos y adultos a la
infeccidon por CVB3, junto a las diferencias de susceptibilidad a la miocarditis viral observada
entre distintas cepas murinas.

4. Pudimos confirmar que los macréfagos son susceptibles a la infeccién por CVB3 y este
proceso desencadena la activacion de los mismos por un mecanismo del tipo CAM® o M1,
asociado a una respuesta proinflamatoria.

5. La activacion de macréfagos previo a la infeccion viral, tanto por PMA como por LPS
resulté en menor replicacidn viral, la cual correlaciond positivamente con un aumento en lo
niveles de iNOS, asociados a un fenotipo CAM®, y negativamente con los niveles de mRNA de
IFN-1B, indicando que es iNOS y no IFN-IB, el principal responsable de modular la infeccién por
CVB3 en macréfagos.

6. Nuestros resultados mostraron que la infeccién de macréfagos en cultivo condujo a un
aumento en los niveles de Gal-3, en conjunto al marcador de CAM®, iNOS, sugiriendo que en
la infeccién por CVB3, Gal-3 se estaria expresando en macréfagos con caracteristicas de
CAMO.

7. Este es el primer estudio que relaciona a CVB3 con la sobreexpresion y/o secrecién de
Gal-3 en macrdéfagos.

8. Este es el primer trabajo que analiza exclusivamente el rol de los macréfagos en la

miocarditis viral y la fibrosis asociando su presencia a mayor fibrosis.
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9. Nuestros resultados sugieren que Gal-3 intracelular y no la extracelular estd involucrada

en la regulacion de la replicacion viral.
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Perspectivas

1. Queda por evaluar la importancia de los niveles de IFN-IB en corazén en comparacién a
los niveles del receptor respecto a la susceptibilidad de las células cardiacas a la infeccion.
Utilizando anticuerpos neutralizantes contra IFN-I en animales o cardiomiocitos con distintos
niveles del receptor permitirdn evaluar el peso de esta citoquina o el receptor en determinar la

susceptibilidad a la infeccion viral.

2. Los macrdéfagos jugarian un rol significativo en la necrosis de los cardiomiocitos durante
la etapa aguda de la miocarditis viral inducida por CVB3. El analisis de los parametros pro y
antiinflamatorios y los titulos virales permitiran precisar la importancia de este tipo celular en
controlar la infeccidn, el dafo y la reparacion del corazén en la miocarditis viral inducida por

CVB3.

3. Futuros experimentos en los ratones KOs y animales tratados con Gal-3i permitiran
correlacionar la infecciéon por CVB3 con la activacion de macréfagos, la sobreexpresion y

secrecion de Gal-3 y la fibrosis cardiaca.
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