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Resumen

Los Receptores Activados por factores de Proliferacién Peroxisomal (PPARs) son factores
de trascripcion dependientes de ligando y estan implicados en la regulacion del metabolismo
lipidico, la diferenciacion, la homeostasis y en el control de la inflamacién. La 15-deoxy-
A12,14 Prostaglandina J2 (15dPGJ2), ligando natural de PPARYy, tiene alta afinidad por su
receptor y se postula como modulador de la respuesta inflamatoria. En este trabajo
estudiamos el rol de la 15dPGJ2 en la resolucién de la inflamacion de células cardiacas
neonatales en dos modelos experimentales de inflamacion: uno de shock endotdxico
generado por lipopolisacérido (LPS) de Escherichia coli y otro de infecciébn aguda por
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Los resultados demuestran que la 15dPGJ2 modula la
inflamacién ya que inhibe la expresién de enzimas tipicamente inflamatorias como Oxido
Nitrico (NO) Sintasa 2 o inducible (NOS-2), Ciclooxigenasa 2 (COX-2) y Metaloproteasas
(MMP-9 y MMP-2) inducidas por LPS o por la infeccion con T. cruzi Ademas, el
pretratamiento de los miocardiocitos con el agonista de PPARYy inhibe la sintesis de
citoquinas proinflamatorias como Interleuquina 6 (IL-6) y Factor de Necrosis Tumoral (TNF-
a), la actividad de MMP-9 y MMP-2 y la liberacién de NO, metabolito de NOS-2. Ademas se
observd que el tratamiento de los miocardiocitos con GW9662, antagonista especifico de
PPARYy, revierte los efectos inhibitorios de 15dPGJ2 sobre la inflamaciéon medida a través de
la produccion de NO. El papel de PPARy en la respuesta inflamatoria fue confirmado
mediante la técnica de ARN de interferencia. Nuestros resultados muestran que el
silenciamiento de PPARy impide la accién inhibitoria de 15dPGJ2 sobre la respuesta
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inflamatoria. Este trabajo demuestra que 15dPGJ2 ejerce una modulacién importante sobre
la respuesta inflamatoria cardiaca a través de PPARy en ambos modelos experimentales.

Palabras clave: PPARy, 15dPGJ2, miocardiocitos, inflamacion, NOS-2, COX-2, MMPs.

Abstract

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are ligand-dependent nuclear
transcription factors that have been implicated in the regulation of lipid and glucose
metabolism, differentiation, homeostasis and control of the inflammatory response. 15-
deoxy-A12,14 Prostaglandin J2 (15dPGJ2), natural PPARy ligand, has high affinity for
PPARYy and has been proposed as a regulator of the inflammatory response. In this work we
studied the role of 15dPGJ2 in the resolution of inflammation of neonatal cardiac cells in two
experimental models: one of endotoxic shock generated by lipopolysaccharide (LPS) from
Escherichia coli and the other of Trypanosoma cruzi (T. cruzi) acute infection. Our results
show that 15dPGJ2 modulates inflammation by inhibiting inflammatory enzymes such as
Nitric Oxide (NO) Synthase 2 (NOS-2), Cyclooxygenase 2 (COX-2) and Metalloproteases
(MMP-9 and MMP-2) induced by LPS or by T. cruzi infection. Moreover, pre treatment of
cardiomyocytes with PPARy agonist inhibits the synthesis of proinflammatory cytokines like
Interleukin-6 (IL-6) and Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), MMP-9 and MMP-2 activities and
NO production. Moreover, we observed that pre treatment of cardiomyocytes with GW9662,
a PPARYy specific antagonist, prevented 15dPGJ2 inhibitory effects on the inflammatory
response. PPARYy role in inflammation was confirmed through transfection of cardiomyocytes
with PPARy-small interfering RNA (PPARy-siRNA). Our results show that transfection
impairs the effects of 15dPGJ2 in the regulation of inflammatory response. Our data point
out 15dPGJ2 as a potent modulator of cardiac inflammation in both experimental models.

Key words: PPARy, 15dPGJ2, cardiomyocytes, inflammation, NOS-2, COX-2, MMPs.
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Introduccion

El Receptor Activado por factores de Proliferacién Peroxisomal de tipo gamma
(PPARYy) es un factor de transcripcién activado por ligando que pertenece a la superfamilia
de receptores nucleares hormonales. Los PPARy se encuentran ampliamente expresados
en el organismo, incluyendo a los tejidos adiposo, vascular, cardiaco y al sistema inmune.
Existen ademds otras isoformas de PPAR codificadas por diferentes genes: PPARa y
PPARB/d quienes junto con PPARy han surgido como blanco terapéutico de diversos
desordenes inflamatorios.

La activacién de los distintos PPARs por sus respectivos ligandos resulta en la
formacién de heterodimeros con otro receptor nuclear y de esta forma activan o suprimen
diversos patrones de expresion génica, aunque los mecanismos involucrados adn
permanecen desconocidos (Mangelsdorf DJ et al., 1995). Los ligandos de PPARYy incluyen
al metabolito natural 15-deoxy-A12,14 Prostaglandina J2 (Kliewer SA et al., 1995), acidos
grasos poli insaturados, drogas antiinflamatorias no esteroideas (Lehmann JM et al., 1997) y
ligandos sintéticos como los miembros de la familia de tiazolidindionas (TZD) (Stumvoll M et
al.,, 2002). Estos ultimos son una clase de farmacos empleados en el tratamiento de
diabetes tipo Il ya que poseen efecto hipoglucemiante debido a su accién sobre el tejido
graso y musculo esquelético donde aumentan la sensibilidad a insulina. Ademas, existen
evidencias de que la union de TZDs a PPARYy ejerce también efectos anti-inflamatorios y
posiblemente cardioprotectores (Chinetti G et al., 2000 y Delerive P et al., 2001).

Diversos trabajos describen que la 15dPGJ2, ligando natural de PPARYy, posee una
alta afinidad por su receptor y es capaz de reprimir ciertos genes en macroéfagos activados,
incluyendo a los de NOS-2, COX-2 y TNF-a (Straus DS et al., 2000). Ademas, 15dPGJ2 se
encuentra presente durante la fase de resolucién de la inflamacién in vivo sugiriendo que
podria funcionar como un regulador negativo de la respuesta inflamatoria (Gardner OS et
al., 2005).

En el transcurso de enfermedades cardiacas como miocarditis, shock séptico,
infarto de miocardio e incluso en la patogénesis de enfermedades parasitarias como
Chagas, ha sido descripto que NOS-2 posee un rol importante (Goren N et al., 2004,
Munoz-Fernandez MA et al., 1992 y Qian Z et al., 2001). La expresion moderada de NOS-2
ejerce efectos beneficiosos modulando multiples procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos del
sistema cardiovascular (Ignarro LJ et al., 2002). Sin embargo ha sido sugerido que una
produccién excesiva de NO por células inflamatorias provoca dafos celulares que pueden
llevar a la falla cardiaca (Massion PB et al., 2003).

De la misma manera, las metaloproteasas (MMPs) son enzimas que participan
activamente en la degradacion de la matriz extracelular favoreciendo la migracién de células
inmunes a sitios de injuria tisular (Van den Steen PE et al.,, 2002). Mas aun, la sintesis
elevada de MMPs en respuesta a infecciones con Trypanososoma cruzi se asocia con una
respuesta inflamatoria sostenida y puede llevar a una degradacion excesiva de la matriz
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extracelular lo que perjudica el remodelamiento tisular pudiendo provocar un fallo cardiaco
(Gutierrez FRS et al., 2008).

En este trabajo estudiamos el rol de un ligando natural de PPARYy, la 15dPGJ2, en
la resolucién de la inflamaciéon de células cardiacas neonatales en un modelo de shock
endotoxico por lipopolisacarido (LPS) y en otro de infeccién con T. cruzi.

Nuestros resultados demuestran que la 15dPGJ2 inhibe la expresion -a nivel de
ARN mensajero (ARNm) y proteina- de las enzimas infamatorias NOS-2, COX-2, MMP-9 y
MMP-2 en las células cardiacas en ambos modelos experimentales. Ademas, hemos
detectado que el pretratamiento de los miocardiocitos con 15dPGJ2 inhibe la liberacién de
NO, la actividad de MMP-9 y MMP-2 y la sintesis de citoquinas proinflamatorias tales como
IL-6 y TNF-a. Mas aun, comprobamos la participacion de PPARy en esta modulacion a
través de un antagonista farmacologico especifico y de ensayos de silenciamiento de
PPARy mediante ARN de interferencia.

Materiales y Métodos

Cultivo primario de miocardiocitos neonatales de ratén

Ratones neonatos de 1 a 3 dias de vida de la cepa CF-1 fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Se obtuvieron los corazones y se los mantuvo en solucién salina de Hanks estéril.
Una vez aisladas, las células fueron resuspendidas en medio de cultivo DMEM: M-199
(GibcoTM, Grand Island, N.Y., USA) en relacion 4:1, vol/vol (Aoki MP et al., 2006). Mas del
90% de las células obtenidas resultaron ser miocardiocitos, detectado mediante
inmunomarcacién con anticuerpo anti a-actinina. La viabilidad celular fue evaluada con Azul
de Trypan.

Tratamiento con LPS

Los cultivos primarios de miocardiocitos fueron estimulados con lipopolisacarido (LPS) de
Escherichia coli 026:B6 (Sigma-Aldrich Co St. Louis USA.) y tratados con 15dPGJ2,
(Sigma-Aldrich Co St. Louis USA) o GW9662, (Sigma-Aldrich Co St. Louis USA). El solvente
de 15dPGJ2 fue etanol y el de GW9662 DMSO.

Ratones e Infeccion

Ratones macho adultos de la cepa CF-1 fueron infectados por via intraperitoneal con 1x10°
tripomastigotes de la cepa pantropica/reticulotropica letal RA de Tripanosoma cruzi, tal
como se describié anteriormente (Gonzalez Cappa SM et al, 1981). Todos los
procedimientos involucrando animales fueron aprobados por el comité de ética del
CONICET mediante la utilizacion de guias de la ANMAT y SENASA basadas en la guia de
uso y cuidado de animales de laboratorio del NIH, USA.
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Infeccion de miocardiocitos con Trypanosoma cruzi

Las células cardiacas fueron infectadas con la cepa RA de T. cruziy al cabo de 3 horas los
cultivos fueron lavados con medio fresco para remover los parasitos libres. Las células
infectadas fueron cultivadas por diferentes tiempos segun el experimento a realizar.

Medicion de Oxido Nitrico (NO)

Los niveles de NO liberados al medio fueron determinados mediante el reactivo de Griess y
cuantificados por espectrofotometria tal como se describié anteriormente (Goren N et al.,
2004). La absorbancia a 540 nm fue comparada con una curva estandar de NaNO, y
expresada como pM NOXx.

RT-PCR Cuantitativa y a tiempo real (QRT-PCR)

Se extrajo ARN total de células tratadas con LPS o infectadas con T. cruzi y de sus
respectivos controles mediante la utilizacién del reactivo de Trizol (Invitrogen, Life
Technologies, Inc.) y siguiendo las instrucciones del proveedor. La concentracion de ARN
de cada muestra fue determinada mediante espectrofotometria a una absorbancia de 260
nm y la pureza, con el cociente a 260-280 nm. El ARN total (1 pug por muestra) fue
retrotranscripto, con una mezcla de desoxirribonucleétidos (dNTPs), mediante el reactivo
comercial Expand Transcriptase Reverse (Roche, Basilea, Suiza) y de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Los ensayos de Q-RT-PCR fueron realizados con el reactivo
SyBr Green PCR kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) y bajo la utilizacién de un
detector de secuencias Applied Biosystems 7500. Las secuencias de los cebadores o
primers, disefiadas con el programa Primer Express (Applied Biosystems), fueron las
siguientes:

PPARg directo: 5-ATCTACACGATGCTGGC-3' reverso: 5-GGATGTCCTCGATGGG-3;
NOS-2 directo: 5-CACAGCAATATAGGCTCATCCA-3 reverso: 5-
GGATTTCAGCCTCATGGTAAAC-3’; COX-2 directo: 5-GCTGTACAAGCAGTGGCAAAG-3
reverso: 5-GCGTTTGCGGTACTCATTGAGA-3; MMP-2 directo: 5-
CGGAGATCTGCAAACAGGACA-3 reverso: 5-CGCCAAATAAACCGGTCCTT-3; MMP-9
directo: 5-CAGACCAAGGGTACAGCCTGTT-3’ reverso: 5-AGTGCATGGCCGAACTC-3'.
Todas las muestras fueron normalizadas con 18S: directo 5-AACACGGGAAACCTCACCC-
3’ y reverso: 5-CCACCAACTAAGAACGGCCA-3'. El protocolo de PCR utilizado fue: 50°C
por 2 min, 95°C por 2 min y 40 ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min. Los valores de
expresion cuantitativa fueron extrapolados a partir de curvas patrén para 18S, generadas
con diluciones 1:10 de ADN copia o cDNA, por duplicado. Los valores obtenidos fueron
promediados con los replicados en cada reaccion, y las veces de induccion fueron
determinadas considerando 1 el valor obtenido en el tiempo 0.
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ARN de interferencia (siARN)

Los oligonucledtidos de siARN de PPARy (PPARGMSS-207863, -207864, -276435) y el
control negativo (contenido de GC) fueron adquiridos a Invitrogen. Los miocardiocitos fueron
cultivados hasta un 30-50% de confluencia por 24 horas y fueron transfectados con las
combinaciones indicadas de PPARYy-siARN utilizando oligofectamina (Invitrogen). A las 24 y
72 horas post transfeccion, se realizaron ensayos de actividad génica. El impacto del
PPARy-siARN sobre el ARNm de PPARy mRNA fue evaluado por QRT-PCR.

Preparacion de extractos proteicos totales y Western blot

Los miocardiocitos en cultivo fueron lavados 3 veces con PBS 1X y raspados de las placas
de cultivo para aislar los extractos proteicos totales. Brevemente, se anadi6 OGP (Sigma-
Aldrich Co) y buffer de lisis (100 pl/placa de 3cm) luego se centrifugé a 13,000 g por 15
minutos. Los sobrenadantes fueron mantenidos a -80°C. Los andlisis de Western blot
fueron realizados segun descripto anteriormente (Goren N et al., 2004).

Zimografia

La actividad gelatinolitica de MMP-9 y MMP-2 en el medio de cultivo fue analizada mediante
zimogramas. Los medios de cultivo fueron sujetos a electroforesis en geles SDS-PAGE de
7.5%, a los cuales se les incorporé 1 mg/ml de gelatina (tipo A de piel porcina). Una vez
finalizada la electroforesis, los geles fueron lavados para remover el SDS. Luego los geles
fueron incubados en buffer Tris 50 mM pH 7.4 conteniendo 0.15 mM de NaCl y 30 mM de
CaCly, por 36 h a 37 °C. Los geles fueron tefidos con azul de Coomasie y destefidos con
una solucion de metanol 30% y acido acético 10% en agua destilada. Las areas de actividad
proteolitica aparecieron como bandas de tinciéon negativa sobre el fondo oscuro tefido. Las
regiones que representaban actividad de MMPs fueron cuantificadas mediante
densitometria usando el programa NIH-Image J.

Analisis estadisticos

Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar (SD) de por lo menos
tres experimentos independientes. Los valores P fueron determinados usando el test de
Student o el de Tukey para valores no paramétricos. P < 0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo.

Resultados

15dPGJ2 inhibe la expresion de NOS-2, COX-2 y MMP-9 en miocardiocitos
estimulados con LPS.

En el transcurso de una sepsis 0 endotoxemia, se genera una respuesta de tipo
inflamatoria en diferentes 6rganos que promueve la expresion de genes de enzimas

proinflamatorias como NOS-2, COX-2 y MMPs. Con el objeto de estudiar si esta respuesta
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contribuiria al dafo cardiaco, nos hemos propuesto analizar la expresion de estas enzimas
en nuestro modelo de miocardiocitos neonatales estimulados con LPS. Pudimos observar
un aumento de dicha expresién a nivel ARNm, mediante PCR a tiempo real o cuantitativa
(Q-RT-PCR), y a nivel de proteinas, mediante Western blot, a las 24 h post estimulo con
LPS (10mg/ml) (Fig. 1 A y B respectivamente). A partir de estos resultados nos propusimos
evaluar la capacidad de un ligando endégeno de PPARy, la 15-deoxi-A12,14-PGJ2
(15dPGJ2), de regular la expresion de estos genes inflamatorios en los miocardiocitos en
cultivo. Para ello, las células cardiacas fueron incubadas con 15dPGJ2 (2 pM) por 30 min y
estimuladas con LPS (10 pg/ml) durante 24 h. La figura 1 A muestra que 15dPGJ2 inhibié la
expresion de NOS-2, COX-2 y MMP-9 inducida por LPS. Mas ain, la expresién del ARNm
de estas enzimas inflamatorias también resulté inhibida por el tratamiento con 15dPGJ2
(Fig. 1 B).
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El agonista natural de PPARYy regula la expresion de NOS-2 y la actividad de MMPs en
células cardiacas infectadas con T. cruzi.

A partir de los resultados anteriores, nos parecid interesante evaluar la capacidad
de T. cruzi de inducir una respuesta inflamatoria en los miocardiocitos en cultivo. En primer
lugar determinamos la relacion éptima de infeccién parasitos/células tal que promoviera una
respuesta inflamatoria para ser evaluada en términos de produccién de NO. Se observé que
la relacion 5:1 (parasitos/célula) es la minima relacion necesaria para inducir dicha

respuesta (Fig. 2 A). En segundo lugar, se analiz6 la expresién de genes tipicamente
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inflamatorios como NOS-2, MMP-9 y MMP-2. Para ello, las células cardiacas neonatales en
cultivo fueron infectadas con la cepa aguda y letal RA de T. cruzi. Se observo una expresion
significativa de los niveles de ARNm de dichas enzimas, medido por Q-RT-PCR, a las 48 h
post infeccién (Fig 2 B). También pudimos detectar expresion a nivel proteina de NOS-2
medida por Wb (Resultados no mostrados) y una actividad aumentada de MMP-9 y MMP-2
evaluada por ensayos de zimografia (Fig. 2 C).
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Dado que publicaciones anteriores hacen referencia a que ligandos de los PPARy
ejercen efectos antiinflamatorios en diversos modelos experimentales, nos propusimos
estudiar los efectos del pre-tratamiento con 15dPGJ2 en miocardiocitos infectados. Para
ello, las células cardiacas neonatales fueron tratadas con 15dPGJ2 (2 pM) por 30 min e
infectadas con T. cruzi. La figura 2 B muestra inhibicion en los niveles de expresion del
ARNm de estas enzimas inflamatorias a las 48 h en miocardiocitos infectados con T. cruzi.
Mas aln, observamos que el tratamiento con 15dPGJ2 inhibe la expresion de NOS-2 a nivel
de proteina inducida por la infeccién (Resultados no mostrados). Luego investigamos la
capacidad de 15dPGJ2 de inhibir la actividad de MMP9 y MMP-2. Los datos tabulados en la
Figura 2C muestran que 15dPGJ2 inhibe significativamente la actividad gelatinolitica de
MMPs inducida por la infeccion.

Evaluacion de la actividad de NOS-2 y de la participacion de PPARy en los efectos
inhibitorios de 15dPGJ2.

A partir de los resultados obtenidos decidimos evaluar si la inhibicion de NOS-2 por
15dPGJ2 se veia reflejada también a nivel de la actividad de la enzima. Para ello
cuantificamos los niveles de NO producidos y liberados por miocardiocitos estimulados con
LPS o infectados con T. cruzi. La tabla 1 muestra que 15dPGJ2 es capaz de inhibir los
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niveles de NO producidos a las 24 h de estimulo con LPS y a las 48 h de infeccion con T.
cruzi. De acuerdo a los resultados obtenidos, y con el objetivo de evaluar la participacion de
PPARYy en los efectos de 15dPGJ2, decidimos tratar a los miocardiocitos, en primer lugar
con GW9662, antagonista especifico de PPARYy. La tabla 1 muestra que, en presencia de
GW9662 (10 mM), 15dPGJ2 no es capaz de inhibir la produccion de NO demostrando la
participacion de PPARy en dicho efecto. En funcién de este resultado, y con el objetivo de
profundizar y confirmar el papel de PPARYy, decidimos evaluar las consecuencias del
silenciamiento de PPARYy sobre los efectos de 15dPGJ2. De manera similar a lo observado
con el antagonista, los efectos inhibitorios de 15dPGJ2 sobre la produccion de NO también
resultan revertidos en presencia del PPARy-siARN (Tabla 2). Estos resultados en conjunto
nos muestran el rol modulador 15dPGJ2 a través de PPARy en la inflamacion de
miocardiocitos como resultado del tratamiento con LPS o de la infeccion con T. cruzi.

W (pM}
+15dPGJ2
- +
13dPGI2 | moges
Contro S+110 10+013 B+013
LPS 55+ 58 18+ 15 &5+ 44
Towz 42+ 4% 2242 M iF

Tabls 1. Mivedas o= Owico MEdoo (MNO) prodechdos por
miccandiociics asimulades con LSS o Indaciedos con T, ca!

Smpal gal mgocisha g FEASy 150531 v dal amtagoisi

EVSEED. "=l 05 s Cortrol: Toe 08 vs. LREIT ot Spel S
V5 LEET o = 53R EIT
N (i)
. + siARN
- +
+ 15dPGJ2 siARN +15dPGJ2
Ccontrol 1110 10+ 03 12+ 14 10+05
LPS 55+ 58 18+ 19 54+54 53+ 54
T. cruzi 45+ 43 25+ 25 45+ 43 H+iF

Tabls 2. Faficipechde de FEARy an la acivided de MOS-2 an miccesdiociios
msdmuladcs con LS o Infeaciados con T, ozl Sped a5 we. Confml; So-<0.05 v

LFE/T. o, Spoluls. ws. LFE'T. cnd = 150P@I2

Discusion y Conclusiones

En este trabajo hemos estudiado el efecto modulador de 15dPGJ2, agregado
exdgenamente, sobre la respuesta inflamatoria de células cardiacas neonatales tanto
frente a un estimulo con LPS como a una infeccion con T. cruzi.

Los efectos antiinflamatorios ejercidos como respuesta a la activacién de PPARYy
contintan siendo objeto de diversos estudios. En nuestro trabajo hemos observado que el
tratamiento con 15dPGJ2 de los miocardiocitos estimulados con LPS, inhibe la expresion
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tanto a nivel de ARNm como de proteina de NOS-2, COX-2 y MMP-9. Estos resultados
sugieren que el efecto inhibitorio del ligando de PPARYy sobre estas enzimas seria mediado
por mecanismos transcripcionales. Ademas, en nuestro modelo de infeccion con T. cruzi,
15dPGJ2 también inhibié la expresiéon y activacion de NOS-2, MMP-9 y MMP-2 y la
expresion de los ARNm de citoquinas inflamatorias como TNF-a e IL-6. Publicaciones
anteriores que hacen referencia a diversos modelos experimentales han demostrado que los
ligandos PPARYy pueden ejercer efectos anti inflamatorios (Bishop-Bailey D, 2010). También
ha sido descripto que 15dPGJ2 posee efectos protectores frente a fallas organicas multiples
ocasionadas por endotoxinas (Collin et al., 2004). Consecuentemente a la inhibicion de
NOS-2, hemos detectado que el tratamiento con 15dPGJ2 inhibié la produccién de NO,
tanto en miocardiocitos estimulados con LPS como infectados con T. cruzi. Este hallazgo
sugiere un rol dual para el NO, dado que este metabolito en exceso podria causar dafos en
el miocardio pero al mismo tiempo es conocida su capacidad parasiticida, incluso para T.
cruzi. En este sentido, se ha reportado que ratones deficientes en NOS-2 (NOS-2 knock
out) presentan una mayor parasitemia y mortalidad en la infeccion aguda comparados con
ratones control (Holscher C et al., 1998, Machado FS et al., 2000 y Rodrigues MM et al.,
2000). Por otra parte, el pre-tratamiento con GW9662, antagonista especifico de PPARYy,
impidio el efecto inhibitorio de 15dPGJ2 sobre NOS-2 tanto células estimuladas con LPS
como infectadas con T. cruzi, confirmando la participacion de PPARy en dicho efecto.

Asimismo, en nuestro trabajo postulamos que las metaloproteasas contribuirian a la
manifestacién de la miocardiopatia chagasica al favorecer la entrada de los parasitos a
tejidos y células. Se ha descripto una asociacién directa entre la actividad elevada de MMP-
9 y MMP-2 y la mortalidad de ratones infectados durante la fase aguda de la infeccion
experimental con T. cruzi, sugiriendo un rol importante en la induccién de la miocarditis
(Gutierrez FRS et al., 2008). En este trabajo hemos demostrado que 15dPGJ2 inhibe la
actividad gelatinolitica y la expresién a nivel ARNm de MMP-9 y MMP-2 en ambos modelos
experimentales.

Con el objetivo de profundizar en el estudio y asi confirmar la participacién de
PPARYy en los efectos de 15dPGJ2 sobre miocardiocitos infectados con T. cruzi, decidimos
silenciar el ARNm de PPARy mediante ensayos con ARN de interferencia. Asi, observamos
que en presencia del siARNm, al no expresarse los receptores PPARy, 15dPGJ2 no pudo
ejercer sus efectos inhibitorios sobre la expresiéon de NOS-2 y la produccién de NO,
confirmando la participacion de PPARy en la resolucion de la respuesta inflamatoria
cardiaca generada por la infeccién con T. cruzi. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo
confirmarian que 15dPGJ2 modula la respuesta inflamatoria a través de la union a PPARy
en las células cardiacas de ambos modelos experimentales.
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