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ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ACRONIMOS

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

Act-1: del inglés, nuclear factor kB activator 1.

ARN: acido ribonucleico.

ARNmM: acido ribonucleico mensajero.

ANOVA: Andlisis de la varianza.

BATF: del inglés, basic leucine zipper transcription factor, ATF-like.
Bcl-6: proteina 6 del linfoma de células B.

BCR: receptor de la célula B.

Blimp-1: del inglés, B lymphocyte-induced maturation protein-1.
C/EBP: del inglés, CCAAT-enhancer-binding proteins.

CBA: del inglés, cytometric bead array.

CCL: del inglés, C-C motif ligand

CD: del ingles, cluster of differentiation.

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad.

Col.: Colaboradores.

CPA: células presentadoras de antigenos.

CTLA-4: del inglés, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4.

CXCL: del inglés, C-X-C motif ligand.

DTU: del inglés, Discrete Typing Units.

EDTA: 4cido etieldiaminotetraacético.

ELISA: enzimoinmunoanalisis, del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.



Eomes: Eomesodermin.

FT(s): factor(es) de transcripcion.

G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos.

GATA-3: del ingles, Trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA-3.
GPI: anclaje glicofosfatidiliniositol.

GPIL: glicofosfatidiliniositol libre de anclaje.

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos.
h: Hora/s

ICAM-1: del inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1.

Id: del inglés, Inhibitor of DNA-binding.

IFM: Intensidad de Fluorescencia Media.

IFN (y): Interferén (gamma).

Ig (G, M): inmunoglobulina (G, M).

IDO: del inglés, indoleamina dioxigenasa.

IL-: Interleuquina.

IL-17R: Receptor de IL-17

IL-17RA KO: ratones deficientes en IL-17RA.

iNOS: enzima oxido nitrico sintetasa inducible, del inglés inducible nitric oxide syntethase.
IRF4: del inglés, Interferon regulatory factor 4.

KLRG-1: del inglés, killer cell lectin-like receptor G1.

KO: del inglés, knock-out.

LAG-3: del inglés, lymphocyte activation gene-3.

LCMV: Virus de la coriomeningitis linfocitica.



LiT: Linfocito T.

Linfocitos Th: Linfocito T CD4+ cooperador.
Linfocitos Treg: Linfocito T CD4+ regulatorio.

MAPK: del inglés, Mitogen-activated protein kinases.
min: minutos

MMP: metaloproteinasas.

MyD88: del inglés, Myeloid differentiation primary response gene 88.
NF-KB: del inglés, Nuclear factor kB.

NK: células o linfocitos Natural Killer.

NKT: células o linfocitos T tipo NK.

NLR: receptores tipo NOD.

NO: 6xido nitrico.

PAMPs: moléculas altamente conservadas en microorganismos patogénicos, del inglés Pathogen

associated molecular pattern.

PBS: Buffer fosfato salino.

PD-1: del inglés, programmed cell death-1.

PGE-2: Prostaglandina E-2.

pi: Post-infeccién

PRR(s): receptor(es) de reconocimientos de patrones, del inglés Pattern recognition receptor(s).
RANKL: del inglés, Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand.

RLR: receptores tipo RIG.

RORyT: del inglés, Retinoic acid-related orphan receptor gT.

ROS: Especies reactivas del oxigeno.



STAT: del inglés, Signal transducer and activator of transcription.
T-bet: del inglés, T-box transcription factor TBX21.

TBX21: del ingles, T-box transcription factor

TCF7: del inglés, transcription factor 7 (T-cell specific, HMIG-box).
TCR: Receptor de la célula T.

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta.

Tim-3: del inglés, T-cell immunoglobulin domain 3.

TLR: receptores tipo Toll, del inglés Toll like receptor.

TNF: factor de necrosis tumoral, del inglés Tumoral necrosis factor.
TRAF: del inglés, TNF receptor associated factor.

Treg: Células T regulatorias.

TRIF: del inglés, TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-6.
VCAM-1: del inglés, Vascular cell adhesion protein 1.

WT: ratones C57BL/6.



RESUMEN

La tripanosomiasis americana es una zoonosis, de transmisién vectorial, transmitida por un protozoario
intracelular flagelado llamado Trypanosoma cruzi. La fisiopatologia de la enfermedad es compleja y
hasta el momento no ha sido completamente dilucida; sin embargo se sostiene que tanto el parasito
como la respuesta inmune que el hospedador monta frente al mismo, podrian estar involucrados.
Teniendo en cuenta que la respuesta inmune participa tanto en el control del pardsito como en la
patologia asociada a la infeccién con T. cruzi y, que la misma puede ser blanco de eventuales
estrategias de intervencién como vacunas o nuevas terapias, es clave profundizar su conocimiento.
Recientemente se ha demostrado que citoquinas de la familia IL-17 contribuyen en la defensa del
huésped frente a muchos patégenos intracelulares. De manera similar a lo que ocurre con
microorganismos extracelulares, las funciones de proteccidn adscriptas a IL-17 en infecciones
intracelulares se circunscriben a la induccién de inflamacién y el reclutamiento de células de la
inmunidad innata, y sélo eventualmente se vinculan con mecanismos de la inmunidad adaptativa. La
hipdtesis que guia este trabajo sostiene que IL-17RA vy las citoquinas que por él sefializan cumplen
funciones protectoras en la infeccidén con T. cruzi, asociadas a la modulacién de la inmunidad innata, la
inflamacidn y la respuesta inmune adaptativa antiparasitaria. A lo largo de esta tesis describié que las
citoquinas de la familia de IL-17 que sefializan por IL-17RA juegan un papel protector clave durante la
infeccidén intracelular con el parasito T. cruzi. Las investigaciones aqui realizadas respecto de los
mecanismos protectores involucrados, indican que los efectos protectores de las citoquinas IL-17
dependen tanto de la modulacion de la respuesta inmune innata como de la adaptativa. En este
sentido, las citoquinas IL-17 favorecen el reclutamiento de neutréfilos que, en el contexto de la
infeccién con T. cruzi, adoptan un perfil regulatorio dependiente de la producciéon de IL-10 y colaboran
asi con la regulacién de la inflamacién. Por otro lado, las mismas citoquinas actian de forma directa
sobre los LiT CD8+ regulando su sobrevida, activacién y agotamiento y potenciado una respuesta
citotdxica robusta que favorece el control del pardsito en tejidos. Los hallazgos de esta tesis colaboran
a la comprensién de las respuestas inmunes regulatoria y citotdxica durante la infeccidn con T. cruzi y
aportan conocimiento basico sobre la capacidad regulatoria de los neutréfilos y el desarrollo de
respuestas citotdxicas. Esta informacidn tiene potencial impacto en distintos contextos como otras

infecciones, cancer, autoinmunidad e inmunoterapia.
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Introduccién

La enfermedad de Chagas

Un problema complejo

La tripanosomiasis americana, conocida comunmente como el mal de Chagas, es una zoonosis, de
transmisidn vectorial, considerada una de las principales enfermedades parasitarias del mundo [1]. A
principios de 2015, la Organizacion Mundial de la Salud estimé que la poblacién infectada alcanza los 7
millones de personas, mientras la que vive en situacion de riesgo de infeccion llega a los 25 millones, y
mueren 10.000 personas al afio [2]. Estas cifras, junto al estrecho vinculo que existe entre esta dolencia
y el escaso desarrollo social y econémico de los paises que la albergan, convierten a la Enfermedad de

Chagas en un problema de salud publica critico en toda Latinoamérica [3].

Segun Sanmartino y colaboradores (col.) [3-5], la enfermedad de Chagas es una problemdtica compleja
de salud socio-ambiental, definida y caracterizada por un conjunto de dimensiones interrelacionadas:
biomédica, epidemioldgica, politica, y sociocultural. Si bien esta tesis doctoral indaga un objeto de
estudio sumamente especifico y propio de la dimension biomédica, se propone aqui situarlo en la
multiplicidad de factores involucrados, para asi contextualizar sus resultados, y ejercitar una actitud

critica respecto de los conocimientos en ella producidos [6, 7].

El agente etiolégico de la enfermedad de Chagas es un protozoario intracelular flagelado llamado
Trypanosoma cruzi que infecta a mamiferos de mds de 100 especies, entre ellos al hombre [8]. La via
de contagio epidemioldgicamente mas importante es la vectorial e involucra a insectos hematdfagos
gue pertenecen a la familia Reduvidae.

Si bien hay muchas especies de estos AMETE Rt

300.000-1 millén Japén

triatominos que se infectan con T. Europa mas de 3.000

mas de 80.000

cruzi, las mas relevantes son Triatoma

infestans,  Rhodrius  proxilus 'y

Australia
Panstrongylus megistus, especies que mas de 1.500
Zonas endémicas

colonizan las viviendas humanas y se Exmillones

Argentina

. . 1.6 mill
expanden en el continente americano S Datos OMS 2010-2013

desde el sur de Estados Unidos hasta  Figura 1. La enfermedad de Chagas: un problema a escala global.
Rutas de migracion desde América latina y distribucion mundial de

el sur de Argentina (revisado por casos de la enfermedad de Chagas. Adaptado de Couray Vinas [13].
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Coura y col. [9, 10]). Existen también otros mecanismos a través de los cuales una persona puede
contraer el pardsito: de manera congénita, a través de transfusiones sanguineas, por el consumo de
bebidas o alimentos contaminados con heces de triatominos, entre otros menos frecuentes [1]. En
conjunto, se estima que ocurren 28.000 nuevos casos al afo [2]. La infeccidn con T. cruzi tiene amplia
prevalencia en América Latina, donde es endémica en 21 paises, incluida la Argentina [2]. Sin embargo,
dinamizada por el intenso movimiento migratorio caracteristico de los ultimos afios y sus formas de
trasmision no vectorial, esta enfermedad ha expandido sus limites hacia zonas no endémicas y se

constituye como un problema de salud a escala global (figura 1) [2, 11-13].

Al contraer la infeccién con T. cruzi la mayoria de las personas desarrolla una etapa aguda
asintomatica, transita luego a una fase indeterminada sin patologia manifiesta y, en alrededor del 30%
de los casos, evoluciona a su forma crdénica caracteristica, que cursa con alteraciones cardiacas o
digestivas [14, 15]. Se estima que como consecuencia de la patologia crénica cerca de 12.000 personas
mueren cada afio y muchos otros sufren algun tipo de discapacidad fisica que requiere costosos
tratamientos especificos [2]. Ademds de la pérdida irreparable de vidas, la enfermedad de Chagas
ocasiona perjuicios econdmicos a nivel personal vy regional. Se calcula que el costo anual de esta
enfermedad es de 7 millones de délares, cifra que alcanza la carga econdmica mundial de muchos tipos
de céncer e infecciones de reconocida incidencia global [16]. Asimismo, gastos adicionales de esta
dolencia se derivan de la atenciéon médica relacionada a ella y de los tratamientos quimioterapéuticos
que requiere [2]. La alta carga econdmica de la enfermedad desborda las economias de los paises
endémicos en vias de desarrollo y retroalimenta el circuito entre enfermedad y pobreza [17]. La
gravedad de la situacidn ha sido reconocida, en modo explicito o implicito, por distintas esferas de la
sociedad, al punto que el tema fue objeto de diferentes planes de politica sanitaria y cientifica [11, 18,
19]. A nivel de las iniciativas locales, numerosas politicas de control vectorial, educacion y salud fueron
implementadas en los paises mas afectados y (en algunos aspectos) se han integrado recientemente en
iniciativas regionales [18]. A nivel internacional, la Organizacion Mundial de la Salud y otras
autoridades de salud publica reconocieron al Chagas como una enfermedad tropical desatendida y
emprendieron programas para combatirla [19-21]. A pesar de ello y en contexto, garantizar el derecho

a la salud respecto de esta dolencia, sigue siendo una tarea pendiente [22].
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Sumado a los distintos inconvenientes de salud que se desprenden directamente de la enfermedad, las
personas con Chagas atraviesan problemas derivados de las representaciones sociales que sobre ellos
se construye [5, 23]. Este conjunto de estigmatizaciones y prejuicios tienen como correlato Ila
discriminacién y marginalizacidn de las personas enfermas. Subvertir estas practicas cotidianas implica
construir nuevos discursos que dimensionen al Chagas como un problema que involucra a la sociedad

en su conjunto [5].

Situacion en Argentina

Se estima que en Argentina hay 1.600.000 personas infectadas (el 4% de la poblacién), 2.300.000
expuestas, y mas de 370.000 afectadas por cardiopatias de origen chagasico. Se calcula que al afo
ocurren cerca de 1.100 nuevos contagios por via vectorial y 1.500 nacimientos de nifos infectados
afectados por la transmisidon congénita [24]. Estas estadisticas sefialan a la Argentina como el pais con
mas infectados en todo Latinoamérica, y a la transmisién congénita como la via de contagio de mayor
relevancia.

El drea de extensidon de esta dolencia abarca todas las provincias con una tasa de infestacion®
heterogénea, en estrecha relacién a la presencia del vector Triatoma infestans. Al respecto, el
Programa Nacional de Chagas definié distintas situaciones en cuanto al riesgo vectorial y declaré el
riesgo de transmisidén congénita en las 24 jurisdicciones del pais [25]. Particularmente, el drea conocida
como el Gran Chaco Americano (que abarca 13 provincias del noroeste y centro de la Argentina y a los
paises de Bolivia y Paraguay), es la mds comprometida [18, 19, 26].

Las medidas en politica sanitaria adoptadas desde 1950 en la Argentina, incluyeron la creacién de
instituciones destinadas a llevar adelante tareas de control, medicién y atencidon de la enfermedad
(como el Instituto Nacional de Parasitologia Fatala Chabén y el Instituto Nacional de Chagas, entre
otros), asi como el desarrollo de programas especificos de apoyo a la investigacién cientifica sobre el
tema [3, 25]. En este marco, se pusieron en marcha controles entomolégicos que lograron reducir la
tasa de infestacion domiciliaria y llevaron a la interrupcién de la transmisién vectorial en algunas
provincias (asi como en Uruguay, Chile y algunos estados de Brasil) [18, 25]. Sin embargo, estos

controles se enfrentan a nuevos desafios como son: sostener la sistematicidad en su implementacién, y

% Infestacién es la invasién de un organismo vivo por parasitos. Las tasas de infestacion para Chagas se calculan teniendo en
cuenta el porcentaje de viviendas que alojan a personas infestadas respecto del total de viviendas analizadas.
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atender la resistencia a piretroides que han desarrollado los vectores. Mientras tanto las acciones de
control no vectorial se contemplan en la ley 26.281, la cual prescribe la realizaciéon y la notificacion de
las pruebas diagndsticas en toda mujer embarazada, los recién nacidos e hijos de madres infectadas, y
donantes y receptores de érganos, tejidos y de sangre a transfundir (Ley Nacional de Chagas 26.281,

sancionada en 2007).

Aproximacion a la dimensidén biomédica

Un poco de historia

La historia natural de la enfermedad comenzd hace miles de afios en América y desde entonces el T.
cruzi, su vector y el ser humano han evolucionado juntos. Al respecto, el hallazgo de ADN de T. cruzi en
momias de mds de 9.000 afos de antigliedad da cuenta de la ancestral relacién del parasito con la
especie humana [27]. Mds aun, se estima que el primer contacto del parasito con los humanos ocurrid

30.000 a 15.000 afios atrds, cuando se pobld el continente [8, 28].

El descubrimiento cientifico de esta dolencia ocurrié recién en 1909 de la mano del médico brasilero
Carlos Chagas (1879-1934) [29-31]. Este hallazgo se inscribié de manera especial en la historia de la
medicina debido a que, de manera excepcional, un mismo investigador describié al ciclo completo de
transmision (vector, hospedador y patégeno), las manifestaciones clinicas de la infeccidn del primer
caso humano reportado y el impacto social de la enfermedad [18, 32]. Hacia 1926, Salvador
Mazza (1886-1946) en Argentina, retomd las investigaciones de Chagas, dedicandose al estudio de
distintos aspectos de la problematica. Sus hallazgos en contexto de la Mision de Estudios de Patologia
Regional Argentina resaltaron la importancia sanitaria de esta endemia y especificaron sus formas

clinicas [33-36].

El ensayo de farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas comenzd tan pronto como el
descubrimiento de la enfermedad, pero sin resultados efectivos. Llevd 50 afios el desarrollo de dos
compuestos para la quimioterapia de la tripanosomiasis americana: En 1966 Hoffman-La roche
introdujo el Benznidazol; y en 1970 Bayerin comercializé Nifurtimox. Desde entonces son los Unicos
medicamentos disponibles para el tratamiento etioldgico de la enfermedad (revisado por Steverding y
col. [32]). A pesar de sus efectos secundarios indeseados, la limitacion mas importante de estos

farmacos es que sélo han mostrado ser parcialmente eficaces en la etapa crénica de la dolencia [37].
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Los aspectos biomédicos de la enfermedad de Chagas, que abarcan la biologia del parasito y su vector,
y los aspectos médicos como manifestaciones clinicas, diagndstico, tratamiento, entre otros; han sido
profusamente estudiados por mas de 100 afios [29]. Si bien aun no se ha logrado el desarrollo de
vacunas que resulten eficaces para evitar la infeccién o nuevos farmacos efectivos en la cronicidad,
mucho se ha avanzado [38, 39]. Al respecto, la secuenciacidn del genoma parasitario se configura
como uno de los hallazgos mds relevantes en los ultimos afos [40]. Las lecciones hasta ahora
aprendidas, conforman el punto de partida para el desarrollo de nuevos conocimientos y opciones

preventivas y/o terapéuticas.
La biologia del pardsito

El ciclo de vida del parasito es complejo e involucra varias formas de desarrollo en los insectos vectores
y en los hospedadores mamiferos [9]. El insecto se infecta al alimentarse de sangre contaminada con
tripomastigotes (forma circulante del T. cruzi). Luego, en el tracto digestivo del vector, el T. cruzi se
transforma en epimastigote (forma replicativa) y finalmente en tripomastigote metaciclico (forma
infectiva). Al alimentarse nuevamente, el triatomino infecta a un nuevo hospedador mamifero, donde
se multiplica en forma de amastigote y circula como tripomastigote [1, 41]. Ademads de sus distintas
formas de desarrollo, el T. cruzi presenta gran variedad de cepas que han sido recientemente
agrupadas en base a marcadores genéticos, moleculares o inmunoldgicos en seis categorias o “Discrete
Typing Units” (DTU) Tcl-VI [42, 43]. La caracteristicas bioldgicas de las cepas y clones de T. cruzi,

especialmente el tropismo hacia ciertos tejidos, participan como determinantes de la patologia [9, 44].
Manifestaciones clinicas

La etapa aguda de la enfermedad de Chagas se caracteriza por manifestaciones clinicas inespecificas
como sindrome febril auto-limitado y la presentacién eventual de un “chagoma de inoculacién” o
“signo de Romafia” (edema que evidencia el sitio de ingreso del parasito). Este periodo de la
enfermedad cursa con grandes cantidades de tripomastigotes y tiene una duracion aproximada de 4 a
8 semanas. Una baja proporciéon de la poblacién infectada, generalmente nifios o adultos
inmunosuprimidos, presenta un cuadro infeccioso agudo severo con miocarditis y/o
meningoencefalitis [1, 15, 45]. Mientras tanto, la mayoria de las personas desarrolla una fuerte

respuesta inmune capaz de controlar la parasitemia y evoluciona a la fase indeterminada de la
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enfermedad (figura 2) [46]. Esta etapa tiene una duracion aproximada de 10 a 30 afios y cursa de

manera asintomatica, a pesar de la persistencia del parasito en los tejidos. Aproximadamente un tercio

de los pacientes infectados evoluciona a la fase crénica de la enfermedad, en donde se presenta Ila

sintomatologia caracteristica: alteraciones electrocardiograficas e insuficiencia cardiaca progresiva e

irreversible; y/o alteraciones digestivas (megaesféfago y/o megacolon) [9, 47, 48]. El 30% de las

personas infectadas desarrolla la patologia cardiaca y en un tercio de ellas se presentan formas letales

de miocardiopatia dilatada con disfuncidn ventricular, insuficiencia cardiaca y arritmia [49]. Es

interesante mencionar que el compromiso cardiaco es la manifestaciéon crénica mas frecuente e

importante en Argentina [50]. Por su parte, la patologia
digestiva ocurre en un 5-10% de las personas infectadas y
cursa con alteraciones en las funciones motoras, secretoras
y de absorcidn del eséfago y el tracto gastrointestinal [15].
La reactivacion de la enfermedad por inmunodeficiencia
adquirida (co-infeccion con el virus de la inmunodeficiencia
humana en la mayoria de los casos), o tratamiento
inmunosupresor también se ha reportado, y transcurre con
sintomatologia propia que se asemeja a la de la infeccidn

aguda [9, 51].
Patogénesis de la enfermedad

En relacidn a que la infeccion con T. cruzi comprende un
amplio espectro de manifestaciones clinicas, es interesante
ahondar respecto de los distintos factores que determinan
la patologia. La patogénesis de la enfermedad de Chagas es
muy compleja y multifactorial, depende tanto de
caracteristicas del parasito como del hospedador [52]. Se
han postulado cuatro mecanismos principales para explicar
el desarrollo de la

cardiomiopatia chagasica (su

manifestacion crénica mas relevante): 1) alteraciones en la
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Figura 2. Evolucidn clinica de la enfermedad de
Chagas. A los pocos dias de la infeccion con T.
cruzi el hospedador presenta altas parasitemias y
sintomas inespecificos (fase aguda). El 75% de
las personas que reciben el tratamiento
antiparasitario en esta etapa, logran erradicar al
pardsito. En los demds casos los pacientes son
capaces de montar una fuerte respuesta inmune
que controla al parasito pero no lo elimina por
completo y luego de 2-4 meses de infeccion
evolucionan a una fase asintomitica
(indeterminada) de 5-10
Posteriormente sobreviene una etapa crénica,
donde una parte de la poblacidon infectada

desarrolla la

que dura afios.

sintomatologia clasica de |la
enfermedad: trastornos cardiacos y digestivos.

Adaptado de Dutra y col. [46].
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microvasculatura (lesiones en la microvasculatura y su consecuente isquemia), 2) dafio del sistema
nervioso auténomo (destruccién de neuronas parasimpaticas post-ganglionares desencadenadas por el
parasito), 3) agresién miocdrdica dependiente del parasito, y 4) lesién mediada por el sistema inmune
(revisado por Martin-Neto y col. [53]). Aunque trastornos autondmicos y alteraciones de la
microcirculacidn constituyen caracteristicas distintivas de la patologia crénica, parecen jugar un rol
auxiliar mas que fundamental en la patogénesis de la enfermedad [54]. Mientras tanto, las lesiones
cardiacas dependen inexorablemente de una infeccién sistémica leve, pero incesante y de una
respuesta inflamatoria crénica [54]. La persistencia del pardsito en los tejidos ha sido fehacientemente
corroborada por inmunohistoquimica y PCR de tejidos en pacientes crénicos [55]. Asimismo, resultados
preliminares de dos ensayos clinicos recién completados o cerca de su finalizacion (TRAENA y BENEFIT),
demuestran que el tratamiento etioldgico de pacientes crdnicos resulta beneficioso [56]. Por otro lado,
se conoce que frente al pardsito se sostiene una inflamacién crénica de grado variable que
eventualmente expone autoantigenos o bien genera mimetismo molecular [52]. Asi, la presencia de
autoanticuerpos en pacientes y animales de experimentacién llevaron a asociar la patologia de la
enfermedad de Chagas a fendmenos de autoinmunidad [57]. Por su parte, se ha reportado que
mayores grados de inflamacion se asocian a peores prondsticos. Sin embargo, la contribucidn relativa
de cada uno de estos factores (parasito y sistema inmune), es discutida ya que reportes recientes dan
cuenta de que la respuesta inflamatoria disminuye al mermar o erradicarse el pardsito [58]. Estos datos
respaldan el hecho de que los autoanticuerpos y la inflamacién son factores necesarios pero no
suficientes para desarrollar la patologia. Sin embargo otras investigaciones en donde se transfieren
células de un ratén infectado (libres de pardsitos), a un ratén no infectado, reproducen las
manifestaciones de los animales enfermos. En relacidn a estas y otras discrepancias en el tema, la
patogénesis la enfermedad de Chagas no ha sido completamente establecida y es en la actualidad un

campo activo de investigaciones (revisado en Machado y col. [58]).

Teniendo en cuenta que la respuesta inmune participa tanto en el control del pardsito como en la
patologia asociada a la infeccion con T. cruzi y que eventuales propuestas de intervencién como
vacunas o nuevas terapias podrian hacer uso de la misma, es clave profundizar su conocimiento [37,
59, 60]. Al respecto es interesante mencionar que mucha de la informacién con la que se cuenta deriva

de estudios que utilizan modelos de infeccién experimentales, particularmente ratones. Si bien en un
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principio costd generar un modelo que lograra una clara asociacion con la cardiomiopatia chagasica
cronica observada en pacientes, muchas observaciones importantes respecto de la respuesta inmune
en la etapa aguda han surgido a partir de estudios en ratones. Mas aun, el desarrollo reciente de
nuevos modelos experimentales de la enfermedad de Chagas, permiten avanzar en el conocimiento de

la patologia crénica (revisado por Chatelain y Konar [61]).

Respuesta inmune frente a Trypanosoma cruzi

El control inmunolégico de patégenos es uno de los aspectos claves de supervivencia de especies tan
primitivas como las esporas. La constante exposicién a microorganismos ha presionado evolutivamente
a desarrollar mecanismos eficaces de identificacidn y eliminacién de agentes potencialmente dafiinos.
Asi, vertebrados superiores y mamiferos cuentan con un complejo sistema de drganos, tejidos, células
y moléculas para hacer frente a estos patdgenos. Ante cualquier infeccién, los componentes del
sistema inmune innato rapidamente proporcionan una primera linea de defensa. Sin embargo, no
siempre pueden eliminar completamente a los microorganismos. Los linfocitos del sistema inmune
adaptativo han evolucionado para proporcionar una respuesta que, aunque se presenta de forma
relativamente demorada, es mads precisa para combatir al microorganismo invasor y proporciona una
proteccién de memoria frente a una reinfeccién posterior con el mismo patégeno. A pesar de la
especializacion de la respuesta inmunitaria, existe una constante coordinacién y relacién dindmica
entre sus componentes. Las células del sistema inmune innato, por ejemplo, desempefian un papel
crucial en la iniciacién y posterior direccion de la respuesta inmune adaptativa, y participan en la
eliminacién inicial de patdgenos que luego serdn combatidos mas especificamente. Es interesante
considerar que, al mismo tiempo que el sistema inmune se fue complejizando, los agentes infecciosos
desarrollaron diversos mecanismos de resistencia que les permitieron evadirlo (revisado por

Medzithov y Janeway [62] e Iwazaki y Medzhitov [63]).

Los protozoos son un grupo de organismos eucariotas muy antiguo, que ha evolucionado a lo largo de
los afios hasta convertirse en una de las formas de vida dominantes en la tierra. La antigua relacidn
entre el protozoario T. cruzi y sus diversos hospedadores mamiferos ha ejercido presidon evolutiva a
favor de una infeccidn cronica (revisado por Nardy y col. [64]). Frente a T. cruzi los mamiferos
desarrollan una respuesta inmune robusta que, si bien logra controlar las cantidades de parasito
circulante al punto de tornarse indetectables en sangre, no es capaz de eliminarlo totalmente. En tal
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sentido, se ha demostrado que, tras largo tiempo de infeccién, T. cruzi continlda replicdndose
intracelularmente en algunos tejidos. Asi, el hospedador establece de por vida un equilibrio dindmico

con el protozoo que resulta en diferentes desenlaces clinicos [9, 65].

La resistencia a la infeccidon con T. cruzi depende del efecto combinado de la inmunidad innata y
adaptativa (figura 3) [66]. Células Natural Killer (NK), macrofagos y células T CD4+ y CD8+, intervienen
activamente [67]. Asimismo un gran nimero de citoquinas, quemoquinas, anticuerpos, y otros factores
solubles son necesarios para orquestar una respuesta inmune eficiente contra esta infeccidon

parasitaria.

[a) Muerte
celular [
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Figura 3. Respuesta inmune frente a T. cruzi. Al ingresar al hospedador mamifero, el T. cruzi es reconocido por células de la
inmunidad innata, entre ellas las células dendriticas (CD) y macréfagos (Mac). Los Mac fagocitan el parasito, se activan y
producen grandes cantidades de especies reactivas del nitrégeno y oxigeno asi como metabolitos de IDO, capaces de
ejercer citotoxicidad directa sobre el protozoo. Ademas los Mac activados producen IL-12 y TNF que estimulan a las células
NK para que liberen IFN-y, favoreciendo la activacion de un mayor nimero de macrdéfagos y condicionando la respuesta de
linfocitos T. Las CD inician la respuesta inmune adaptativa presentando antigenos a los linfocitos T naive. En el contexto de
grandes cantidades de IL-12 e IFN-y se desarrolla una potente respuesta Thl (LiTCD4 Th1) que colabora en la activacion de
macrofagos y en una respuesta humoral. En esta respuesta predomina la produccion de IgG2a e 1gG1 especificos que
participan en la opsonizacion y lisis del pardsito. Mientras tanto se genera una respuesta citotdxica de linfocitos T CD8+
(LITCD8) que es crucial para el control del parasito en células musculares (CM), principales blanco de la infeccion crénica, y
tejido en general. Adaptado de Junqueira y col. [66].
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Inmunidad innata

Inmediatamente después de que el parasito ingresa al organismo, invade gran variedad de células
nucleadas, particularmente, las del sistema reticulo endotelial. Al cabo de algunas semanas, la
infeccion se vuelve sistémica. El fendmeno de invasidon involucra diversas formas del parasito y
variados mecanismos. Aunque no han sido completamente descriptas las moléculas de T. cruzi y los
receptores del hospedador que inducen su internalizacidn celular, se conoce que en este proceso estd
involucrado un compartimento de membrana (vacuola parasitéfora) que, tras fusionarse con un

lisosoma, permite el escape del protozoo hacia el citosol (revisado por Fernendes y Andrews [68]).

Diversos autores sostienen que la persistencia créonica del parasito en el hospedador estd
estrechamente ligada a su capacidad de replicarse intracelularmente y evadir asi el reconocimiento del
sistema inmune [68]. A pesar de ello, el parasito se expone al reconocimiento por parte del sistema
inmune innato desde los momentos iniciales de la infeccién. Luego de la ruptura de la barrera epitelial,
los tripomastigotes se encuentran con células residentes (de origen inmune y no inmune) que
mediante receptores de reconocimientos de patrones (PRRs, de sus siglas en inglés) detectan la
presencia de moléculas altamente conservadas en microorganismos patogénicos (patrones
moleculares asociados a patégenos o PAMPs de sus siglas en inglés). Varias familias de PRRs reconocen
a T. cruzi, entre ellas: receptores de tipo lectina, receptores tipo NOD (NLR), receptores tipo RIG (RLR) y
receptores tipo Toll (TLR) (revisado por Tarleton [69]). Si bien la respuesta inmune innata, de forma
independiente de TLRs, produce interferones (IFN) tipo | e IFN-y, activa al inflamosoma y a GTPasas
inducibles por IFN (importantes funciones en la inmunidad contra el protozoario) [66, 70, 71]; los TLR
han sido los PRRs mas estudiados en esta infeccidén y su importancia en la misma ha sido ampliamente
demostrada. A modo de ejemplo, se ha evidenciado que ratones que carecen de moléculas que
intervienen en la sefializacién de los TLRs, como son MyD88 (Myeloid differentiation primary response
gene 88) y TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B), presentan una susceptibilidad
extrema a la infeccién [72]. Se ha descripto que muchas moléculas de T. cruzi se unen a TLR, entre ellas
se destacan: las mucinas ancladas a membrana por glicofosfatidilinositol (GPI) y la proteina Tc52 que se
unen a TLR-2/6; el glicofosfatidilinositol libre de anclaje (GPIL) que se une a TLR-4; el acido
desoxirribonucleico (ADN) rico en motivos CpG que se une a TLR-9; y los residuos de acido ribonucleico

(ARN) que se unen a TLR-7 [66, 72, 73]. La interaccidn entre los receptores TLR y sus ligandos activan la
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produccion de mediadores pro-inflamatorios como IFN-y, interleuquina (IL)-12, IL-6, factor de necrosis
tumoral (TNF) y éxido nitrico (NO), aunque también pueden promover la liberacién de moléculas anti-
inflamatorias como IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) [74, 75]. Dada la
importancia de TLR-7 y TLR-9 en la respuesta inflamatoria en la infeccidn, se ha propuesto que ARN y

ADN serian los principales PAMPs de este parasito (revisado por Junqueira y col. [66]).

La activacion de células del linaje monocitico por moléculas parasitarias, provoca la liberacion de
mediadores pro-inflamatorios que incluyen las citoquinas IL-12 y TNF, quemoquinas y NO. La IL-12
estimula la amplificacién de la sintesis de IFN-y por parte de las células NK, promueve la generaciéon de
respuestas adaptativas de perfil Thl (perfil colaborador de linfocitos T CD4+) y, a modo
retroalimentacidn positiva, estimula a los macréfagos a que produzcan IL-12, TNF, NO y quemoquinas
(figura 3). El IFN-y activa clasicamente a los macréfagos, quienes juegan un rol clave en el control del
crecimiento intracelular del parasito [74, 76]. Los macréfagos activados producen, por accién de las
enzimas oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS, de sus siglas en inglés) e indoleamina dioxigenasa
(IDO), NO y metabolitos de L-kynurenina respectivamente, que son citotdxicos o citostaticos para el
pardsito [77, 78]. La importancia de estos mediadores se refleja en la alta susceptibilidad a la infeccion
gue muestran animales que carecen independientemente de IL-12, IFN-y, TNF, iNOS o IDO [76, 78, 79].
Es importante mencionar que las especies reactivas del oxigeno (ROS), producidas por macréfagos y
neutrdfilos activados, también participan de forma critica en la destruccién del pardsito y en la
induccion de la produccidn de citoquinas. Efectos similares han sido descriptos para otros mediadores

como eicosainoides [74, 80].

La respuesta inmune innata en la infeccion cuenta con monocitos/macrdfagos, pero también con la
participacion de otros leucocitos como las células NK y NKT (células T tipo NK), y los neutréfilos, entre
otros (revisado por Machado y col. [74]). Particularmente, las células NK limitan la propagacion de la
infeccidon a través de la actividad citotdxica sobre la forma circulante de T. cruzi y la produccién de IFN-
v [81, 82]. Por su parte, los neutréfilos son reclutados tempranamente en la infeccién y colaboran en la
erradicacién del parasito [83, 84]. Se ha descripto al respecto que éstos producen especies reactivas de
nitrégeno y oxigeno en respuesta a la activacion de sus TLR (en especial TLR-2) [74]. Sin embargo, el

papel de los neutréfilos en la infeccion es discutido y, en modelos de laboratorio, se supedita a la cepa
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de ratones. Por otro lado, células no inmunes como células endoteliales y cardiomiocitos también

responden tempranamente a T. cruzi y participan en la produccién citoquinas inflamatorias [85].

Otro tipo celular que participa en la respuesta inmune frente a T. cruzi y que cobra relevancia en la
activacion de la inmunidad adaptativa, son las células dendriticas. Estas activan TLR-2 y TLR-9 frente al
pardsito y consecuentemente secretan IL-12, al tiempo que aumentan la expresion de moléculas co-
estimulatorias [69]. De esta forma las células dendriticas colaboran con las células del linaje monocitico
y al mismo tiempo modulan la diferenciacion de linfocitos T CD4+ hacia un perfil Thl, favorecen el
desarrollo de la respuesta T CD8+, y propician la respuesta de células B [66, 86-88]. Sin embargo, gran
cantidad de reportes dan cuenta que el pardsito altera la expresidn de moléculas co-estimulatorias y la
funcionalidad de estas células, propiciando un fenotipo regulatorio, caracterizado por la produccién de

IL-10 y TGF-B [89, 90].

En el contexto de la produccién de mediadores solubles, se ha descripto que proteinas catidnicas,
transferrina y otras proteinas del sistema de complemento activadas por la via alternativa, tienen
actividad citotéxica sobre formas de T. cruzi. Por su parte, las citoquinas IL-12, TNF, IFN-y, como asi
también IFNs tipo I, no modifican directamente la viabilidad del pardsito, pero si indirectamente,
colaboran en su control activando macréfagos y otros mecanismos efectores [91]. De forma adicional
las quemoquinas adquieren particular importancia para la atraccién de leucocitos a los sitios de
infeccién y la proteccion frente al pardsito, aunque también pueden contribuir al eventual dafio de
tejidos. Se ha visto por ejemplo, que la ausencia de CCR5 (receptor de CCL3, CCL5, CCL8 y CCL14)
compromete la migracion de células T CD4+ y CD8+ a corazon, lo que resulta en una clara
susceptibilidad a la infeccion (revisado por Machado y col. [58]). Por otro lado, mayores
concentraciones de CXCL10 (IP-10) han correlacionado con la patologia crénica en pacientes infectados
[92]. Aunque se desconoce el rol de muchas de estas moléculas en la infeccidn, su fuerte induccién por
el parasito fue evidenciada por estudios transcripcionales de células epiteliales expuestas a T. cruzi,
gue indicaron que ocurre una profunda reprogramacion con expresién de genes que codifican
guemoquinas (particularmente CXCL1, CXCL2 e IL-8, moléculas involucradas en el reclutamiento de

células fagociticas y neutrofilos) [93].

Mientras el sistema inmune intenta combatir a T. cruzi, éste impide la rdpida liberacién de proteinas

del complemento y ejerce efectos inhibitorios sobre el sistema mononuclear fagocitico [94]. En el
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mismo sentido, se ha reportado que el parasito secreta moléculas regulatorias y expresa otras que sélo
activan débilmente a los TLR (como GPI y GPIL). En este contexto se favorece la secrecidn de citoquinas
anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B por parte de los macréfagos, que impiden el desarrollo de una
respuesta inmune potente y favorecen la diseminacion de la infeccion al tiempo que protegen los
tejidos de una respuesta inflamatoria exacerbada [64, 95]. Por otra parte, estudios recientes sugieren
gue una pobre expresion de PAMPs en el parasito vivo retarda 4 a 5 dias la generacidon de una
respuesta inmune potente, y que la activacién intensa de la inmunidad innata y el desarrollo de la
inmunidad adaptativa acontecen en respuesta a moléculas asociadas a dano (DAMPs) que el

hospedador expone, mas que al reconocimiento de PAMPs en el parasito [96].
Inmunidad adaptativa

La respuesta inmune adaptativa, mas tardia en la infeccidon, comprende la activacion de dos grandes
grupos de células: Los linfocitos B (encargados de producir anticuerpos, secretar citoquinas y
guemoquinas, presentar antigenos y modular a las células dendriticas y subpoblaciones T) y los
linfocitos T (que divididos en CD4+ y CD8+, se ocupan tanto de producir citoquinas y quemogquinas que
modulan la produccidon de anticuerpos y la activacién de distintas poblaciones celulares, como de
ejercer citotoxicidad de células infectadas). Los linfocitos B y los T, poseen receptores altamente
especificos, necesitan activarse y proliferar, y tienen capacidad de proteger mas rdpida vy
efectivamente ante subsecuentes infecciones con el mismo patdgeno (revisado por Parkin y Cohen

[97]).

La activacidn de los linfocitos B requiere del reconocimiento directo de su antigeno a través de su
receptor (BCR), la colaboracion T (en el caso de las respuestas T dependientes) y la presencia de
citoquinas. Juega un rol clave en tal proceso, la subpoblacidn de linfocitos T CD4+ foliculares [98]. Tras
activarse, los linfocitos B proliferan y se diferencian a célula plasmatica productora de anticuerpos
(figura 3). La respuesta de anticuerpos frente al T. cruzi, principalmente la produccién de
inmunoglobulina G (IgG) de isotipo 1gG2a, 1gG2b y secundariamente IgG1, ayuda a controlar la
propagacién de la infeccion [74, 99]. Se ha reportado que los anticuerpos de suero de mamiferos
infectados son capaces de: reducir la parasitemia, prolongar la sobrevida ante una re-infeccidn, facilitar
la fagocitosis (opsonizar) y provocar la lisis del pardsito tanto por activacion del complemento, como

por citotoxicidad dependiente de anticuerpos [100]. Por otro lado, se ha documentado la presencia de
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anticuerpos liticos en el suero de pacientes y animales infectados [101]. Se conoce también que las
células B producen quemoquinas y citoquinas que participan en el reclutamiento de linfocitos T CD4+y
CD8+ a drganos linfaticos, la generacion y sostenimiento de células T efectoras y de memoria; y
presentan antigenos a los linfocitos T CD8+. Asi las células B inducen globalmente una inmunidad
protectora sistémica y local frente al parasito [100]. Como mecanismo de evasion, el T. cruzi induce
una potente activacién policlonal de los linfocitos B, que restringe el nicho para el desarrollo de una
respuesta antigeno especifica adecuada y genera grandes cantidades de anticuerpos no especificos
[64, 102]. Es relevante mencionar también que la presencia de auto-anticuerpos en la infeccién ha sido

relacionada con patogénesis de la enfermedad [57].

Por otra parte, los linfocitos T son capaces de unir su antigeno especifico, sélo si éste se encuentra en
contexto de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), sobre la superficie de
células presentadoras de antigenos (CPA) profesionales (células dendriticas, macréfagos o linfocitos B)
[103]. De forma sinérgica al antigeno, las CPAs brindan otras dos sefiales de activacién adicionales: co-
estimulo y citoquinas. Las células T CD8+ y CD4+ expresan receptores de células T (TCR) que se unen a
péptidos presentados en CMH tipo | y Il respectivamente. Mientras que los linfocitos T CD8+ activados
se diferencian a células citotdxicas con capacidad de destruir células infectadas y producir citoquinas;
los linfocitos T CD4+ se diferencian en distintas poblaciones colaboradoras (Th, del inglés T helper) que
regulan la funcidn de linfocitos By T, asi

. . Presentacion Expansion Contraccion Memoria
como de células NK, CPA, fagocitos y de antigeno P

2
Q@

células no inmunes [104, 105]. @

El desarrollo de la tecnologia de

multimeros de CMH/Antigeno LiT CD8+

conjugados a fluorocromos hizo posible

LiT CD4+

trazar la cinética de la respuesta T Figura 4. Cinética de respuesta de Linfocitos T en infecciones
} o virales auto-limitadas. Frente a una infeccién viral tipica, las CPA
especifica a lo largo de distintos presentan al antigeno a los linfocitos T naive. Los linfocitos que

reconocen especificamente al antigeno se expanden y diferencian

a células efectoras que controlan al patégeno. Una vez erradicado

el microorganismo, los linfocitos T atraviesan una fase de

contraccidén masiva de la respuesta, donde muchas células mueren

infecciones virales, modelo clasico de por apoptosis y sdlo sobreviven células de memoria, que resultan
protectoras ante una eventual reinfeccidn con el mismo patdgeno.
Adaptados de Kurtulus y col. [106].

procesos inmunolégicos. La respuesta de

los linfocitos T tras su activacion en

15



Introduccion

estudio de la dindmica de respuesta T, se caracteriza secuencialmente por una fase de expansién
masiva, donde las células especificas sufren unas 15 a 20 rondas de divisidn; una etapa de contraccion,
donde muere por apoptosis el 80-90% de los linfocitos generados; y una ultima fase de mantenimiento
de células de memoria (Figura 4) [106]. Se considera que la extension de la infeccién y la tasa de
erradicacion del patégeno determinan tanto la expansién como la contraccién homeostdtica de la
respuesta. Actualmente se conoce que en las infecciones agudas, la declinacidon de la respuesta T
ocurre justo después de que se ha logrado erradicar al patégeno (Figura 4), mientras que la dindamica T
frente a infecciones persistentes es aln tema de estudio [107]. Se ha descripto en tal sentido que
distintos protozoarios tienen la capacidad de demorar el desarrollo de la respuesta T a través de la
inhibicion de sefales de las CPA; y de subvertir el mecanismo de formacidon de memoria. De esta forma
los protozoos como T. cruzi, interfieren a corto y largo plazo con el control que el sistema inmune
ejerce frente a ellos [108]. A pesar de esto, el fuerte compromiso de la sobrevida de ratones infectados
con T. cruzi en ausencia de células T CD4+, T CD8+ o ambas, da cuenta de su vital importancia en el

control del parasito (revisado por Junqueira y col.[66]).

Luego de reconocer a su antigeno y recibir su segunda y tercera sefial (co-estimulo y citoquinas), los
linfocitos T CD4+ se diferencian a poblaciones con caracteristicas y funciones especificas, capaces de
regularse mutuamente [105, 109]. La existencia de linajes de Th con funciones especializadas es
dimensionada como una ventaja evolutiva en el contexto de las infecciones, ya que se propicia la
generacion de células eficientes para el control de cada tipo de patégenos [104]. Particularmente, en
presencia de las altas concentraciones de las citoquinas IL-12 e IFN-y, producidas por células
dendriticas activadas con T. cruzi, asi como por otras células del sistema inmune antes descriptas, tiene
lugar la diferenciacion de linfocitos T CD4+ a un perfil Thl. Los linfocitos Th1l se caracterizan por
producir preferencialmente IFN-y (aunque también tienden a secretar IL-2 y TNF) bajo un programa
transcripcional caracteristico determinado por la expresidon del factor de transcripciéon maestro T-bet
(T-box transcription factor, TBX21), y ser eficientes en el control de microorganismos intracelulares
[104]. En contexto de la infeccidn con T. cruzi, el IFN-y producido por esta subpoblacion celular es clave
para el control del parasito, en tanto promueve el reclutamiento y la activacién de células con

funciones fagociticas como los macrdéfagos y neutréfilos, la diferenciaciéon de linfocitos B a células

16



Introduccion

plasmaticas productoras de anticuerpos especificos de isotipos 1gG1, 1gG2a e 1gG2b (protectores en la

infeccion) y la diferenciacién y activacion de linfocitos T CD8+ [66, 74, 100] (figura 3).

A pesar de su papel en el control de la replicacién parasitaria, respuestas inflamatorias exacerbadas
con alta produccién de IFN-y y TNF han sido asociadas a la patogénesis de la enfermedad [110, 111]. En
este sentido, estudios realizados en pacientes con enfermedad de Chagas revelaron que mayores
respuestas inflamatorias tipo 1 e incrementada expresidon de receptores de quemoquinas inducidos
por IFN-y, correlacionan con peores estadios clinicos de la patologia cardiaca [58, 110-112]. Estos datos
ponen en evidencia que la respuesta inmune frente a T. cruzi requiere, ademas de IFN-y y linfocitos
Th1, mecanismos que limiten la inmunopatologia [113, 114]. Por ejemplo, se ha reportado que
citoquinas del perfil Th2 (IL-4) o inmunosupresoras (IL-10 y TGFB) modulan directa o indirectamente la
respuesta inflamatoria acontecida frente a T. cruzi, asi como la lesidn tisular de ella derivada [58, 113-
115]. Al respecto, deficiencias en la sefalizacién o produccién de citoquinas regulatorias como IL-10,
correlacionaron con mayor inflamacién y patologias mas acentuadas, tanto en modelos animales como
en pacientes. Por otro lado los linfocitos T CD4+ regulatorios (Treg), células con capacidad para limitar
la inflamacién y las respuestas celulares, juegan un papel controvertido en la infeccién con este
parasito: mientras que algunos reportes describieron que su ausencia no tenia ninguna repercusion
relevante [116, 117]; numerosos estudios en modelos experimentales y en pacientes dieron cuenta de
su papel protector [82, 118, 119]. Los mecanismos de evasidn del pardsito a la respuesta T CD4+, y en
general a la respuesta de células T, son: la atrofia timica inducida por altos niveles de glucocorticoides
que afectan la viabilidad de timocitos y provocan eliminacién de clones por apoptosis (conocida como
delecidn clonal), la liberacién temprana de precursores T (CD4+CD8+ o bien CD4-CD8-), y la induccion

de anergia [64, 108].

Respecto de la respuesta de linfocitos T CDS8, tipicamente las sefiales antigeno-especificas y co-
estimuladoras requieren concomitantemente de citoquinas capaces de proporcionar una "tercera
sefial". Se ha demostrado en este sentido que, frente a variados contextos inmunes, esta ultima sefial
es esencial para dar lugar a una inmunidad citotdxica protectora caracterizada por la generacién y
expansion de poblaciones efectoras de corta vida (altamente funcionales y eficientes en la eliminacién
del patégeno); y de poblaciones de memoria (de larga vida y protectoras a largo plazo) [120]. Muchas

citoquinas, incluyendo los IFN tipo | e IL-12, y esencialmente IL-2 e IL-21, estdn implicadas en la
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regulacion de diferentes aspectos de la biologia de las células T CD8+, tales como la expansion, la
adquisicion de rasgos efectores y de memoria, y el mantenimiento a largo plazo [120-122]. La accién
de las citoquinas en el desarrollo de linfocitos T CD8+ repercute en la expresion de factores de
transcripcion (FTs) que finalmente definen un programa transcripcional especifico y, en consecuencia,

el destino (efector o de memoria) de las células activadas.

La respuesta citotdxica mediada por células T CD8+ es critica para el control de la infeccién con T. cruzi,
si bien no lo suficientemente potente como para eliminar completamente al protozoo [9].
Particularmente en la infeccidn con T. cruzi, se conoce que la respuesta CD8+ es muy importante para
sostener niveles de IFN-y y ademas eliminar células infectadas en tejidos. Asi, la importancia de estas
células ha sido resaltada por reportes que dan cuenta de la notoria susceptibilidad a la infeccién que
presentan animales que carecen de células T CD8+ o que no expresan PB2-microglobulina (molécula
estructural de CMH-1) o moléculas efectoras como IFN-y, perforinas y granzimas (proteinas de los
granulos citotéxicos que median la funcién de lisis celular) [96, 123]. Cuando T. cruzi escapa de la
vacuola parasitéfora al citosol, grandes cantidades de antigeno quedan disponibles para el
procesamiento y presentacion via CMH-I. Se han descripto un gran numero de epitopes del parasito a
ser reconocidos por los linfocitos T CD8+, sin embargo la respuesta CD8 se restringe sélo a unos pocos,
en un fendmeno conocido como inmunodominancia [96, 123]. Dada la persistencia del parasito, se ha
observado que la contraccion de la respuesta es tardia y que las células mantienen caracteristicas
efectoras por largos periodos de tiempo. No obstante los esfuerzos para gatillar respuestas T CD8+
robustas, los mecanismos y las células responsables de la presentacién antigénica, asi como el rol de
las citoquinas y los FTs en este proceso estan poco esclarecidos. Mas explorado en este campo, son los
mecanismos de evasidén dispuestos por el protozoo para impedir su erradicacién por linfocitos
citotdxicos. En tal sentido, la inmunidad sub-6ptima de células T CD8+ especificas se atribuye a
defectos cuantitativos y cualitativos tales como inmunodominancia [124, 125], retraso en la cinética de
la respuesta especifica contra el parasito [126, 127], inmunosenescencia [128], presencia de células T
de memoria “adictas” al antigeno [129], y desarrollo de células T CD8+ efectoras propensas a la

apoptosis [130].

De particular relevancia, junto con los mecanismos de anergia y apoptosis temprana que protozoos

intracelulares son capaces de suscitar, se ha propuesto que estos microorganismos favorecen un
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proceso de agotamiento celular [108]. Reportes recientes dan cuenta que pacientes chagasicos con
severas manifestaciones crénicas de la enfermedad muestran alta frecuencia de células terminalmente
diferenciadas, con alta expresidn de receptores inhibitorios y baja funcionalidad, perfil compatible con
células agotadas [131]. En los ultimos afios se ha establecido que las células T CD8+ activadas
persistentemente durante infecciones crénicas adquieren un estado de disfuncion celular denominado
agotamiento celular. Bajo esta condicidn, las células experimentan una pérdida paulatina de las
actividades efectoras y del potencial de proliferaciéon, acompaifada por la expresidn sostenida de
multiples receptores inhibitorios. El proceso que lleva a tal estado es gradual e inicialmente se produce
la pérdida de funciones como la produccién de IL-2, la alta capacidad proliferativa y la citotoxicidad ex
vivo, mientras que recién en etapas intermedias se pierde la capacidad para producir TNF. Sélo un
agotamiento severo en las células antigeno-especificas conduce a la pérdida parcial o total de la
Proliferacion
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Figura 5. Agotamiento paulatino de los linfocitos T CD8+ durante infecciones crénicas. En contexto de infecciones, los
linfocitos T CD8+ naive reciben las sefiales de antigeno-CMH, co-estimulo y citoquinas necesarias para activarse,
expandirse y diferenciarse a un fenotipo efector capaz de producir citoquinas como IFN-y, TNF e IL-2 y ejercer
citotoxicidad de células infectadas (CTL). Frente a infecciones agudas, auto-limitadas, los linfocitos T CD8+ (LiTCD8)
adquieren un fuerte potencial efector y logran erradicar al antigeno. Mientras tanto, frente infecciones crénicas, la
persistencia del antigeno y de sefiales inflamatorias desencadena la pérdida paulatina de funcionalidad (produccion de
citoquinas, CTLy proliferacién), y finalmente mueren por apoptosis. Adaptado de Wherry [132].
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capacidad de producir grandes cantidades de IFN-y y/o degranular, y finalmente se desencadena la
muerte celular (Figura 5) [132]. Los linfocitos T CD8+ agotados que surgen durante infecciones crénicas
no proporcionan una proteccidén éptima y por tanto son, al menos en parte, responsables del control
deficitario del patégeno (revisado en Wherry [132]). El estudio sistemdtico del perfil transcripcional de
los linfocitos T CD8+ agotados permitié definir una huella gendmica Unica, determinando las
propiedades funcionales y fenotipicas de estas células. En este sentido, cabe destacar que muchos de
los FTs necesarios para la normal diferenciacién de las células T CD8+, como BATF (Basic leucine zipper
transcription factor, ATF-like), T-bet, Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein-1), y Eomes
(Eomesodermin), también rigen su agotamiento [133-135]. Sin embargo, aun queda mucho por
investigar para dilucidar cémo las sefiales y los mecanismos de regulacion se integran en un programa
transcripcional caracteristico capaz de dirigir la diferenciacidn de los linfocitos T citotdxicos a un perfil
completamente funcional o a uno agotado. La obtencidn de este conocimiento sera relevante para
definir estrategias de intervencion capaces de revertir la disfuncién celular en patologias crénicas
[136].

Citoquinas de la familia de IL-17

Las citoquinas son proteinas que juegan importantes roles en la comunicacidn celular actuando no sélo
a nivel de las reacciones del sistema inmune, sino también en la hematopoyesis, el remodelamiento
tisular, la angiogénesis y la reorganizacidon de tejidos. Estas moléculas se caracterizan por: 1) ser
secretadas por un gran numero de células; 2) unirse a receptores; 3) desencadenar eventos
intracelulares; y 4) producir efectos bioldgicos caracteristicos. En relacién a ciertas similitudes en la
localizacién gendmica, la estructura genética y los receptores utilizados, varias citoquinas se agrupan
en familias. Cabe destacar que, a pesar de sus semejanzas, los miembros de una familia no

necesariamente generan efectos biolégicos andlogos (revisado por Sabat y col. [137]).

La familia de IL-17 es un grupo Unico de citoquinas que proporciona una via de conexidn entre la
respuesta inmune innata y adaptativa [138]. Desde el descubrimiento de IL-17A (también conocida
como CTLA-8 0 IL-17) en el afio 1993, se han sumado a la familia otros cinco miembros: IL-17B, IL-17C,
IL-17D, IL-17E (o IL-25) e IL-17F [139-143]. Los genes que codifican a estos mediadores en mamiferos
poseen moderadas similitudes, y sélo los que dan lugar a IL-17A e IL-17F (los miembros con mayor

homologia de la familia) se ubican en el mismo cromosoma tanto en humanos como ratones [137].
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Si bien se observa una gran diversidad de secuencia entre las distintas IL-17, las mismas son agrupadas
en una familia porque comparten un motivo C-terminal caracteristico, donde cuatro de los cinco
dominios cisteina conservados forman una estructura de “nudos de cisteina” que se diferencia de la
descripta para otras super familias [141, 144]. Mientras que las citoquinas IL-17A e IL-17F comparten
una homologia del 48,5%, la similitud entre IL-17A y los otros miembros es apenas cercana al 20% [144,
145]. Las diferencias hacia el extremo N-terminal que muestran IL-17B, IL-17C e IL-17E y la secrecidn de
IL-17B como dimero no covalente, indicarian que las mismas pertenecen a una subclase distinta de las

demas [144].

Es también inherente a las citoquinas IL-17 su sefializacién a través de un receptor compuesto por al
menos dos subunidades, idénticas o diferentes, de la familia de receptores de IL-17 (IL-17R). Este grupo
de receptores comprende cinco miembros: IL-17RA a IL-17RE; caracterizados por poseer dos dominios
fibronectina tipo 3 en su porcidn extracelular y un dominio intracelular conservado SEF/IL-17R (SEFIR)

(figura 6) [146, 147]. Un punto interesante en la

IL-17A  IL-17F IL-17A/F IL-17E/IL-25 IL-17C IL-17B IL-17D

biologia de este receptor, es que la via de @ O (@ O X
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sefializacion comparte grandes similitudes con la
de TLR/IL-1R [147]. IL-17RA ha sido propuesto
como receptor comun de la familia y se ha

demostrado su participacién en la sefializacion

de cuatro de las seis citoquinas IL-17: IL-17A, IL-
IL-17RA IL-17RA IL-17RA IL-17RA? IL-17RA?

17C, IL-17E e IL-17F. Hasta el momento se ha IL-17RC IL-17RE otros?

descrito que IL-17A e IL-17F actian en forma de . 5 o
Figura 6. Familia de citoquinas IL-17 y sus receptores. La

homodimeros o heterodimeros a través del familia de citoquinas IL-17 consta de seis miembros: IL-
17A-F. Homodimeros de IL-17A, IL-17F o heterodimeros IL-
17A/F sefializan a través del receptor IL-17RA/IL-17RC. Por
gatilla sefiales a través del heterodimero de IL- su parte homodimeros de IL-17E e IL-17C sefializan a
través de los receptores IL-17RA/IL-17RB e IL-17RA/IL-
17RE respectivamente. Aunque se postula que IL-17RA es

complejo IL-17RA/IL-17RC; mientras IL-17E

17RA e IL-17RB. La subunidad IL-17RB también

participarfa como receptor de IL-17B, pero aun una subunidad comun a los receptores de todas las IL-17,
hasta ahora no se ha probado su participaciéon en la
no hay evidencias respecto de su contraparte en sefializacién de IL-17B (que sefalizaria por un

homodimero de IL-17RB) o IL-17D (cuyo receptor es aun

el complejo receptor. Por otro lado, mientras se .
desconocido). Adaptado de Gaffen [147].

conoce que el heterodimero formado por IL-
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17RA e IL-17RE actua como receptor de IL-17C, aun no ha sido develado el receptor de la citoquina IL-
17D (revisado por Gaffen y col. [147, 148]). Por ultimo, la subunidad IL-17RD, originalmente
considerada como un regulador negativo, ha sido involucrada en la sefializacion positiva de IL-17A,
aunque el mecanismo a través del cual esta interaccidn sucede es aun un tema poco estudiado. Al
respecto, investigaciones recientes indican que IL-17RD regula negativamente la respuesta inducida
por la sefializacidn a través de receptores TLR, conocimiento que genera aln mas intrigas respecto de

su ligando y su mecanismo particular de accién [149].

Si bien IL-17A se describid por primera vez hace ya mas de veinte afios, gran parte del conocimiento
acumulado hasta el momento respecto de la misma se sucedié desde 2005 cuando se propuso que
estaba asociada a un nuevo linaje de linfocitos T CD4+, los linfocitos Th17. Asi, las células Th17
rompieron con el paradigma dominante que planteaba una dicotomia Th1/Th2 en la respuesta
efectora cooperadora y provocaron un profundo efecto en el campo de la inmunologia [109, 150-153].
Los linfocitos Th17, y consecuentemente IL-17A, fueron tempranamente relacionadas a patologias
autoinmunes [154]. Desde entonces las citoquinas IL-17A e IL-17F han sido activamente investigadas, y
aunque han logrado independizarse de las células Th17, ampliado su funcién mas alld de los
fendmenos autoinmunes, y expandido su relevancia hacia sus compaiieras de familia, mucho queda

todavia por conocer en este campo.

Al momento se sabe que los integrantes de la familia son producidos por diferentes células y muestran
patrones de expresidn caracteristicos. Ademads se conoce que, a pesar de sus diferencias, muchas veces
las citoquinas IL-17 ejercen efectos que se superponen. Se ha demostrado también, que todas las
citoquinas IL-17 juegan un papel importante en la regulacién de la inflamacién, aunque se sostiene que
los mecanismos a través de los cuales actian pueden variar de manera ligera o sustancial segun el caso

[146, 153, 155].

IL-17A, IL-17F e IL-17A/F

Inicialmente, IL-17A e IL-17F se asociaron a células T CD4+ de linaje Th17 [156]. Los linfocitos Th17 se
definen como una subpoblacién de LiT CD4+ diferenciada en el contexto de citoquinas como TGF-f3 e
IL-6 con requerimientos variables de IL-1B, IL-23 e IL-21, que expresa el factor de transcripcion receptor

huérfano asociado con el acido retinoico (ROR) yT, y produce preferencialmente IL-17A, IL-17F e IL-21
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[157]. Aunque las células Th17 producen IL-17A o IL-17F, no lo hacen por el mismo mecanismo ni al
mismo tiempo. En tal sentido, se conoce que normalmente, IL-17A se produce de forma mas temprana
que IL-17F [144]. De particular relevancia para la biologia de IL-17A e IL-17-F, IL-23 es capaz de
sostener y expandir el perfil Th17, al tiempo que le imprime caracteristicas asociadas con Ia
patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes [152]. Actualmente se conoce que tanto IL-17A
como IL-17F son producidas por una amplia variedad de células que excede a los linfocitos Th17, como
los linfocitos T CD8+ (conocidos como Tc17) y los linfocitos B; células de la inmunidad innata como los
linfocitos T y6, las células NK y NKT, las células linfoides innatas, las células T invariantes, los
monocitos/macréfagos, los mastocitos y los neutréfilos (revisado por Song y Qian [146]). Dentro de
estas ultimas, la presencia constitutiva de RORyt, IL-1R e IL23-R en las células NKT y en los linfocitos T
y6 dan cuenta de su alta sensibilidad a diferenciarse a un perfil productor de IL-17 ante la presencia de
IL-1 e IL-23. Ademas, dada la localizacién en mucosas de estas poblaciones, las convierten en la fuente
inicial de IL-17A e IL-17F ante un estimulo y la primera linea de defensa frente a infecciones
microbianas [158-160]. Por otro lado, se ha demostrado que células no inmunes, de tipo estromal,
como por ejemplo células epiteliales y queratinocitos, son capaces de producir IL-17A e IL-17F. En tal
sentido, es importante mencionar que en general todas las células tienen la capacidad de producir IL-
17A e IL-17F en forma coordinada, aunque por ejemplo las células de Paneth sélo producen IL-17A,

mientras que las células epiteliales del colon sélo producen IL-17F [161].

Como se ha mencionado con anterioridad, IL-17A, IL-17F y el heterodimero IL-17A/F, se unen al mismo
receptor formado por las subunidades IL-17RA e IL-17RC. Sin embargo reportes previos han
demostrado que en humanos IL-17A se une a IL-17RA con mayor afinidad que IL-17F, al tiempo que IL-
17A y F se unen con similar afinidad a IL-17RC. Por otra parte en ratdn se describié que la afinidad de
union de IL-17A e IL-17F a IL-17RA es similar, mientras que IL-17F se une preferencialmente a IL-17RC.
Se postula ademds que si bien ambas citoquinas utilizan el mismo complejo receptor, gatillan sefiales
intracelulares de distinta fuerza (revisado por Gu y col. [155]). Ademas IL-17RA muestra un patrén de
expresion diferente respecto de IL-17RC: mientras que el primero es ubicuo y se expresa
preferencialmente en células hematopoyéticas, el segundo se expresa generalmente en células no
inmunes [162]. De forma llamativa una gran variedad de células es capaz de responder a IL-17A, IL-17F

o IL-17A/F aunque sélo se haya detectado en ellas la expresion de un tipo de subunidad del receptor
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heterodimero IL-17RA/C [163-165]. En el caso de las células inmunes, que expresan IL-17RA y no IL-
17RC, es posible que IL-17RA actue conjuntamente con IL-17RD como co-receptor. Otra alternativa es
que IL-17RC se exprese efectivamente pero en niveles no detectables con las metodologias actuales, o

bien que la expresién de IL-17RC se induzca bajo estimulos aun no precisados.

Analisis estructurales y funcionales de IL-17RA e IL-17RC demostraron que tanto el dominio intracelular
conservado SEFIR como los dominios corriente abajo no conservados (conocidos como extension del
dominio SEFIR: SEFEX), son esenciales para la sefializacion de IL-17A e IL-17F. Ambas subunidades del
complejo receptor reclutan a la proteina Act-1, que se une directamente a ellas a través de los
dominios SEFIR. Luego, Act-1 recluta a TRAF-6 y la ubiquitina, lo que provoca la activacidon de TAK-1y,
finalmente, la de NF-kB. Ademas, la sefalizacion de IL-17 activa componentes de la via MAPK (p38, JNK
y ERK1/2) y C/EBP (C/EBPB y C/EBPy) y alternativamente involucra Act-1, TRAF-2 y TRAF-5 (revisado por
Gaffen y col. [148]). Es interesante destacar en relacidn a sus funciones bioldgicas, que la activacién de
NF-kB determina la produccién de proteinas pro-inflamatorias como TNF, IL-1B e IL-6; mientras que la
activacion de la via MAPK interviene preferencialmente en la estabilizacién de ARNm tanto de las
mismas citoquinas como de quemoquinas, y la via C/EBP se relaciona particularmente con la
producciéon de IL-6 [155, 162]. Es importante destacar que la ausencia de Act-1 compromete la
sefializacidn de todas las citoquinas de la familia IL-17 [166]. Ademas, si bien por su cuenta IL-17A (e IL-
17F) son modestos activadores de la sefializacién, cumplen importantes funciones en la cooperacién
con otras moléculas pro-inflamatorias, particularmente TNF, pero también IFN-y, IL-22, linfotoxina, IL-

1B y lipopolisacarido (revisado por Gaffen y col. [148]).

Las vias de sefializacion intracelular, como asi también la capacidad de IL-17A de estabilizar el ARNm
gue codifica para muchas de las moléculas que promueve, desencadenan la liberacién de moléculas
pro-inflamatorias (por ejemplo: citoquinas, quemoquinas, péptidos antimicrobianos vy
metaloproteinasas) [167]. Mads especificamente la bibliografia da cuenta del efecto de las citoquinas
IL-17 sobre una amplia variedad de células innatas y estromales como: células epiteliales vy
endoteliales, fibroblastos, osteoblastos, células musculares, linfocitos NK, células dendriticas vy
macroéfagos (revisado por Song y Qian [146]). Se ha visto en tal sentido, que tanto IL-17A como IL-17F y
su heterodimero inducen la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias: TNF, IL-6, IL-1B, IL-23. Se ha

demostrado también que IL-17A, IL-17F e IL-17A/F tienen gran capacidad para estimular la produccion
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citoquinas intervienen en la diferenciaciéon de linfocitos B a células
en una amplia variedad de tipos plasmaticas, que modulan la interaccién entre la CPA y los linfocitos, y
que actuan directamente sobre los linfocitos T inhibiendo respuestas

celulares. En sintonia con la actividad Th1. Adaptado de Xu'y Cao. [169].

microbicida gatillada por IL-17A, un

reporte reciente demostré que IL-17A influencia directamente la capacidad citotéxica de las células NK
[168]. De manera relevante una de las funciones mas estudiadas de IL-17A e IL-17F en la respuesta
innata ha sido su capacidad de producir quemoquinas: CXCL1, CXCL5, IL-8 (CXCL8), CXCL10, CCL2, CCL7
y CCL20 (revisado por Isailovic y col. [161]) (figura 7)[169].

Una de las funciones mas caracteristicas de IL-17A, IL-17F e IL-17A/F es que promueven la
granulopoyesis y maduracién de neutréfilos [170, 171]. Se conoce que IL-17 estimula la produccidn del
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, por sus siglas del inglés) y del factor estimulante
de colonias de granulocitos y macroéfagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) [172]. En este sentido se

ha reportado que la sobre expresion de IL-17 provoca neutrofilia [173]. Asimismo, IL-17A y/o IL-17F

25



Introduccién

participan de forma GM-CSF Citoquinas proinflamatorias
o Estimulan la IL-1B; IL-10;; IL-6, IL-17A7F

protagonica en el / G-CSF produccién

IL-17A/F —_—— T
reclutamiento de 7 itoquinas anti-inflamatorias

. ceL Produccion de IL-10;TGF-B; IL-4;IL-1R

i . CXCL1 .
neutrdofilos a sitios de \’ Reclutan  mediadores solubles
CXcL2 Quemoquinas

inflamacién a través de la CXCL8 , CXCL1-6; CCL2-; otras

induccion de muchas

guemogquinas, entre las que

se destacan: CXCL1, CXCL2 Figura 8. Estrecha relacion de las citoquinas IL-17 y los neutrdfilos. Las citoquinas

IL-17 acttan sobre células de médula dsea estimulando la maduracion y liberacion
y CXCL5 en ratones; vy de neutrdfilos. Al mismo tiempo estas citoquinas actan sobre células estromales
estimulando la produccidon de quemoquinas que atraen neutrofilos. Por su parte los

CXCL8 en humanos [137].

neutrdfilos, lejos de limitarse a la fagocitosis, desempefian multiples funciones:
Mads aun, el hecho de que la liberan trampas extracelulares a través de las cuales producen netosis, degranulan
y producen un gran espectro de citoquinas y quemoquinas, entre otros. Adaptado

fagocitosis de neutrdfilos de Mantovani y col. [175, 179].

apoptoticos promueve la

granulopoyesis via IL-17A e IL-23, ha llevado a postular que IL-17 participa activamente en el ciclo de
vida de estas células [174, 175]. La significancia de este hecho reviste en que los neutréfilos son
componentes importantes de la respuesta inflamatoria: son los primeros leucocitos en ser reclutados
al sitio de inflamacién, son capaces de eliminar a los patégenos a través de multiples mecanismos
(fagocitosis, produccién de especies reactivas del oxigeno y netosis), coordinan la respuesta inmune
innata y adaptativa, y participan en la resolucién de la inflamacién y respuesta inmune frente cancer
[176, 177]. A pesar de que fueron descriptos hace mds de 100 aifios como una célula de corta vida con
limitada capacidad biosintética, los neutréfilos tienen una sobrevida mayor a la que un principio se
concebia y presentan funciones adicionales a las clasicas. Por ejemplo, se ha demostrado que producen
trampas extracelulares y ectosomas; liberan patrones de reconocimiento de patdgenos solubles que
actian como anticuerpos ancestrales; e interactlan simultdneamente con distintos tipos celulares
(macréfagos, células dendriticas, células NK y linfocitos) [178]. De particular importancia, los
neutrdéfilos poseen gran capacidad para producir mediadores solubles que coordinan la respuesta
inmune, entre ellos distintas citoquinas pro y anti inflamatorias que incluyen a IL-17A e IL-17F [177,
179, 180]. Asi, el ciclo de vida de los neutréfilos, donde los miembros de la familia IL-17 son actores

protagonicos, se perpetua (figura 8) [175, 179].
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La relacion de las citoquinas IL-17A y/o IL-17F con la inmunidad adaptativa ha sido menos estudiada. Se
conoce que IL-17A participa en las respuestas de linfocitos B, su produccién de anticuerpos y su rol en
enfermedades autoinmunes [181]. En tal sentido, se constatd la formacién de centros germinales
espontaneos y autoanticuerpos en un modelo experimental de autoinmunidad que involucra ratones
genéticamente modificados BXD, caracterizados por alta secrecién de IL-17 [163, 182]. Asi mismo, se
reportd que el cultivo de linfocitos B humanos con IL-17 recombinante es capaz de prolongar la
sobrevida y estimular la diferenciacién a célula plasmatica productora de anticuerpos, de manera
dependiente de NF-kB [183]. En relacién a los efectos de IL-17A sobre la respuesta adaptativa celular
se publicaron algunos reportes pioneros a principios del 2000. En aquellos se observd que IL-17 es
capaz de estimular la presentacidn antigénica induciendo la expresiéon de CD80, CD86, CD11c, CD40,
CMH-II en las células dendriticas. Asi mismo se determind que IL-17A era importante para la activacion,
diferenciacion y proliferaciéon de células T (Revisado por lwakura y col. [144]). Publicaciones posteriores
aportaron evidencia interesante en relacién a la influencia de la temprana produccién de IL-17 sobre la
subsecuente respuesta T CD4+ efectora. La producciéon de quemoquinas mediada por IL-17 en contexto
de la infeccién con Mycobacterium bovis o vacunacidn con Mycobacterium tuberculosis, atraeria
células Thl capaces de producir la cantidad de IFN-y dptima para hacer frente al patégeno [184, 185].
De esta manera las células innatas productoras de IL-17 promoverian una respuesta inmune adaptativa
potente, mas eficiente para la resolucién de la infeccion (Revisado por Cua y Tato [160]). Uno de los
trabajos mas importantes en vincular IL-17 a respuestas adaptativas da cuenta que, en un modelo de
colitis inducido por células T, la deficiencia de IL-17A en las células CD4+ resulta en una condicion
agresiva de la enfermedad. Se demostré entonces que IL-17A es capaz de proteger la mucosa intestinal
a través de la inhibicion del desarrollo de linfocitos Thl en intestino. Por otro lado, modelos de
melanoma e infeccidn con Listeria fueron utiles para evidenciar el rol protector de citoquinas IL-17 en
la promocion de respuestas CD8 especificas a través del reclutamiento de células dendriticas capaces

de realizar presentacion cruzada [186, 187].

Complejizando la capacidad de IL-17A de modular la inflamacién, Sonneberg y col. [188] encontraron
que IL-17A mas que un factor patogénico/pro-inflamatorio de la inflamacién intestinal, regularia las
caracteristicas patogénicas o protectoras de IL-22. Reportes recientes respecto de la diversidad de

escenarios dentro del linaje Th17, describen que un subtipo de linfocitos Th17 que se desarrolla en
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ausencia de IL-23 no interviene en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes, e incluso produce
IL-10 una tipica citoquina anti-inflamatoria [157]. De forma adicional, se ha demostrado que IL-17
suprime la expresion de algunas quemoquinas (por ejemplo CCL5 y CCL27) y disminuye VCAM-1,
moléculas involucradas en el reclutamiento de células T, eosinéfilos y baséfilos [189-191]. En el mismo
sentido, algunos trabajos dan cuenta de que la neutralizacién de IL-17 agrava la colitis inducida por
dextran-sultato, aumenta el asma alérgico e incrementa la respuesta efectora T CD4+ en la infeccién

con Acanthamoeba y HPV, entre otros [192-195].

Si bien IL-17A e IL-17F ejercen funciones bioldgicas similares en una amplia mayoria de los casos,
probablemente dado su alta homologia, también poseen algunas funciones no superpuestas o incluso
opuestas. En ese sentido, se ha demostrado que la ausencia de IL-17A pero no la de IL-17F, disminuye
la susceptibilidad a encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) o asma en ratones, dando cuenta
del rol patolégico de IL-17A en ambos procesos. Ademas, en un modelo de asma, animales que carecen
de IL-17F pero no de IL-17A muestran una respuesta Th2 exacerbada con mayor infiltrado de
eosindfilos, lo que indicaria un papel protector de IL-17F [196]. En sentido opuesto, mientras IL-17A
resulta protectora en un modelo agudo de dextran-sulfato, IL-17F resulta patogénica (revisado por Jiny

Dong [197]).
IL-17E

La produccién de IL-17E fue inicialmente asociada a la poblacion de linfocitos Th2 activados [198]. Sin
embargo, con el pasar del tiempo se han reportado numerosas fuentes adicionales. Entre ellas se
encuentran gran variedad de células inmunes y estromales: eosindfilos, basdfilos, mastocitos,
macréfagos, microglia, hepatocitos, células renales, células pulmonares, células de médula 6ésea,

fibroblastos, células epiteliales y endoteliales (revisado por Song y Qian [146]).

IL-17E actua como homodimero por unién a un complejo receptor formado por IL-17-RA e IL-17RB. La
afinidad de unién de IL-17E a IL-17RB es mayor que la que muestra IL-17B. Se ha reportado que por el
hecho de competir con IL-17A e IL-17F por IL-17RA, IL-17E actda como regulador negativo de las
mismas [155]. Por otro lado IL-17E ejerce su accién preferencialmente sobre células hematopoyéticas,
hecho que contrasta con la variedad de células en que IL-17A e IL-17F ejercen su efecto. La expresion

de IL-17RB ha sido reportada en monocitos, células NKT, linfocitos innatos tipo 2, progenitor
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multipotente tipo 2 y células mieloides productoras de citoquinas Th2. Asi mismo se demostrd la
expresion de IL-17RB en células de la inmunidad adaptativa como linfocitos Th2 o Th9. Células no
inmunes como aquellas de colon y epitelio pulmonar, también registraron respuesta a IL-17E (revisado

por Valizadeh y col.[199])

De forma similar a IL-17RA, IL-17RB expresa un dominio SEFIR y requiere de Act-1 para desencadenar
sus efectos bioldgicos [200]. Asi mismo la molécula adaptadora TRAF-6 participa en su sefalizacién y
media la activacidn de NF-kB. Mecanismos independientes de TRAF-6 llevarian a la activacion de MAPK
como ERK, p38 y JNK. De manera adicional, se ha descripto que IL-17E es capaz de activar otras
moléculas asociadas a respuestas del perfil Th2, como los factores de transcripcion GATA-3 y STAT-6 e

IL-4 [146, 148, 200].

Aunque en un principio se concebia a IL-17E como una molécula regulatoria, ahora se sostiene que
cumple un rol de tipo inflamatorio. En este sentido se ha demostrado su asociaciéon a respuestas
alérgicas y su participacion en la defensa frente a helmintos (revisado por Iwakura y col.[144]). El
efecto bioldgico mas relevante mediado por IL-17E es su capacidad para incentivar la produccién de IL-
4, IL-5 e IL-13 por parte de las células hematopoyéticas que expresan IL-17RA [201]. También se ha
descripto que IL-17E es capaz de estimular la produccion de quemoquinas que atraen eosindfilos y
linfocitos Th2, como IL-8, eotaxina y quemoquina derivada de los macrdéfagos [202]. Finalmente, estd
ampliamente documentado el rol de IL-17E como inductor de células innatas asociadas a un perfil de
respuesta tipo 2 [146]. Por otro lado, la funcién de IL-17E en la inmunidad adaptativa se encuentra
signada por fuerte asociacion a linfocitos Th2. Se ha descripto que IL-17E es capaz de favorecer la
diferenciacion de linfocitos T CD4+ al perfil de respuesta tipo 2, estabilizarlo e inhibir los demas perfiles
(particularmente Th17) [203]. Sobre la respuesta humoral, también se sabe que IL-17E es capaz de

estimular la produccién de anticuerpos y favorecer los isotipos 1gG1, IgE e IgA [204, 205].
IL-17C

A diferencia de las citoquinas IL-17A, IL-17F e IL-17E, existen relativamente pocos reportes respecto de
la biologia y funciones de IL-17C. Se sabe que queratinocitos, células epiteliales del tejido
bronqueoalveolar y de intestino son capaces de producir IL-17C ante estimulos que, en general,

involucran receptores de la familia tipo Toll u otros receptores de reconocimiento de patrones [161].
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El heterodimero IL-17RA/IL-17RE actiia como receptor de IL-17C [206]. Su expresidn ha sido reportada
en monocitos humanos, células de exudado peritoneal de ratén y particularmente células epiteliales y
linfocitos Th17 [146]. Se conoce también que, tras unir a su ligando, el complejo receptor IL-17RA/IL-

17RE es capaz de inducir la activacion de NF-kB y MAPK de manera dependiente de Act-1 [155].

Las funciones biolégicas asociadas a IL-17C se asemejan a las descriptas para IL-17A e IL-17F e incluyen
el reclutamiento de neutrdfilos, la liberacidn de moléculas pro-inflamatorias como TNF e IL-1B, la
producciéon de moléculas antimicrobianas y la activacidon de ocludina que preserva la integridad de la
barrera epitelial [167]. Se sostiene que IL-17C seria importante en la homeostasis de mucosas y
actuaria sinérgicamente con IL-22 [206]. Su participacidn en procesos patoldgicos ha sido establecida
en psoriasis, mientras se demostré cumple rol protector en colitis inducida por dextran [207, 208].
Respecto de su accidn en el sistema adaptativo, se ha descripto que promueve respuestas de tipo Th17
y la expresién de IL-17A e IL-17F [209].

IL-17B e IL-17D

IL-17B e IL-17D son los miembros menos caracterizados de la familia. Evidencia esporadica da cuenta
de los efectos pro-inflamatorios, semejantes a IL-17A, que presentan ambas citoquinas bajo ciertas
condiciones. Particularmente se sabe que ARNm de IL-17B se expresa en varios tejidos humanos (como
intestino, estdmago y pancreas), asi como en condrocitos, neuronas y células de cancer de mama [140,
145, 210]. IL-17B sefializa a través de un receptor que involucra a IL-17RB, pero la afinidad de unién es
menor a la que presenta IL-17E [146, 147]. La via de sefalizacion de IL-17B se desconoce; sin embargo
se sabe que esta citoquina induce TNF e IL-1B en la linea celular THP1 [142]. Asi mismo, se ha descripto
su asociacion a modelos experimentales de artritis reumatoidea y cancer. Por su parte IL-17D se
expresa en cerebro, corazén, pulmones, pancreas, musculo esquelético y tejido adiposo. Aunque se
desconoce su receptor, se ha demostrado que IL-17D induce la producciéon de IL-6, IL-8 y GM-CSF por
parte de células endoteliales o fibroblastos de gallina, y estimula in vitro la citotoxicidad de células NK

humanas (revisado Song y Qian [146] y lwakura y col. [144]).

Rol de IL-17s en infecciones

A pesar de la gran cantidad de reportes que asocian a las citoquinas de la familia IL-17 con distintos

desérdenes inmunitarios, como patologias autoinmunes (artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis
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multiple, enfermedad de Crohn’s, entre otros) y alergia; su funcién fisiolégica estd asociada a
homeostasis tisular, cumpliendo funciones en el remodelamiento &seo, la granulopoyesis y la
proteccion de mucosas, asi como en la defensa frente a infecciones (revisado por Onishi y Gaffen [211]
e Iwakura y col. [144]). Consecuentemente al hecho de que muchos microorganismos inducen la
produccién de citoquinas IL-17, los ratones deficientes en IL-17A, IL-17F o IL-17RA han mostrado ser
particularmente susceptibles a gran nimero de infecciones [161, 167]. Por su parte, pacientes con
inmunodeficiencias en IL-17 o alguna de las moléculas asociadas a su sefializacidn, han evidenciado ser
susceptibles a infecciones con Cdndida albicans y en menor medida Staphylococcus aureus, ambos
patégenos oportunistas [212, 213]. En este sentido, el papel protector de las citoquinas IL-17 ha sido
largamente demostrado en infecciones con bacterias extracelulares y hongos [197, 214, 215]; mientras
son mas recientes los reportes que destacan su importancia en la defensa frente a microorganismos
intracelulares como bacterias, virus y parasitos [216]. Entre los multiples efectos bioldgicos que las
citoquinas IL-17 pueden gatillar, los que han sido preferencialmente explorados en infecciones, son: el
reclutamiento de neutrdfilos hacia sitios de infeccidn; la produccién de moléculas antimicrobianas; la
capacidad de modular la inflamacién con preponderante funcién pro-inflamatoria; y la interaccién con
otras poblaciones efectoras como linfocitos CD4+ Th1, células B, entre otras. Los modelos
experimentales con ratones genéticamente modificados han sido frecuentemente utilizados en la gran
mayoria de las investigaciones; y generalmente las mismas han avanzado sobre las funciones de IL-17A

e IL-17F.

El rol protector de IL-17 ha sido descripto frente a numerosas bacterias extracelulares, entre ellas:
Klebsiella pneumoniae, Citrobacter rodentium, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis y
Helicobacter Pylori (revisado por Onnishi y Gaffen [211]). El primer reporte que utilizé ratones
deficientes en IL-17RA (IL-17RA KO), demostrd que eran susceptibles a la infecciéon pulmonar causada
por la bacteria extracelular K. pneumoniae. Ratones IL-17RA KO infectados con K. pneumoniae
presentaron un menor reclutamiento de neutréfilos, una mayor carga bacteriana, y una incrementada
mortalidad [211]. De hecho, reportes posteriores de este grupo indicaron que IL-23 (citoquina
importante para perpetuar respuestas Th1l7) se requiere en esta infeccion pulmonar para generar
respuestas Th1l7 [217, 218]. Un dato interesante, es que IL-17A e IL-17F parecen tener efectos

redundantes en esta infeccidn, ya que los animales deficientes en las citoquinas individuales muestran
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menor compromiso que los IL-17RA KO [144]. Por otro lado, estudios en modelos de infeccién con C.
rodentium (un patégeno gram-negativo que causa enteropatias en ratones y se asemeja a infecciones
con Escherichia coli en humanos) demostraron que IL-17 es importe para la produccién de péptidos
antimicrobianos y el reclutamiento de neutréfilos [219]. De hecho, la disminucidn de respuestas Th17
(gatilladas normalmente por una bacteria comensal) repercute negativamente en la infeccién con C.
rodentium, aunque la participacién de IL-22 parece ser mayor que el de IL-17 [220]. Experimentos con
esta infeccién también demostraron efectos no redundantes de IL-17A e IL-17F, ya que la pérdida
individual de estas citoquinas afecta a la progresién de la infeccién. Frente a S. aureus (un coco gram-
positivo que afecta la piel), IL-17A e IL-17F son importantes para el reclutamiento de neutréfilos [221].
Aqui ambas citoquinas parecen superponer sus efectos, ya que mayor susceptibilidad a este patégeno
se evidencia solo en animales IL-17A/F KO. Se ha descripto adicionalemente que IL-17C se induce en la
infeccién (aunque no se ha dilucidado su efecto) y que linfocitos T y& que producen IL-17A son
cruciales en la defensa frente a esta bacteria [159]. Respecto de la contribucién de las citoquinas IL-17
en la infeccién con P. gingivalis, se ha descripto que en ausencia de IL-17RA se presenta una mayor
periodontitis. EIl mecanismo que media la protecciéon de IL-17RA estd dado en este caso por el
reclutamiento de neutréfilos [222]. Por otro lado, reportes que complejizan el rol de IL-17 frente a
bacterias extracelulares, describen que la produccion de IL-17A frente a H. pylori lleva a un mayor
infiltrado de neutréfilos en la mucosa gastrica que, si bien disminuyen la carga bacteriana, también
colaboran con la patologia [223]. Se destaca que, tanto en esta infeccidon como en gran parte del
espectro de infecciones causadas por bacterias extracelulares, las citoquinas IL-17 intervienen en la
proteccion de mucosas (pulmonar, intestinal, oral y gastrica), particularmente a través del

reclutamiento de neutrofilos.

Respecto del papel de IL-17A frente a bacterias intracelulares, se ha descripto que ratones IL-17A KO
son mas susceptibles a la infeccion con Francisella tularensis, Mycoplasma pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Salmonella entérica (revisado en Khader y Gopal [216]). En general, el perfil protector
de IL-17 frente a las mismas también estd asociado a su capacidad de estimular la respuesta de
neutrdfilos. Tal es el caso de la infeccién con M. pneumoniae (donde también se ha detectado IL-17C).
Sin embargo, en el caso de las infecciones con F. tularensis y Chlamydia muridarum, 1L-17 es

importante para generar una adecuada respuesta Thl que juega un rol central en la resistencia del
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hospedador [224, 225]. Ademas, si bien en la infeccidon con L. monocytogenes la respuesta Thl sigue
siendo considerada esencial para combatir al microorganismo invasor, IL-17 resulta critica para el
reclutamiento de neutrdfilos y el desarrollo de respuestas de memoria a largo plazo [226, 227].
Mientras tanto, en la infeccion con Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis donde la
inmunidad protectora es de claro perfil Thl y existe un fuerte protagonismo de IL-12, IL-17A e IL-17F
participan en la inflamacidn pero no son requeridas para la proteccion. Mas especificamente, si bien en
ausencia de IL-17RA hay menor produccién de mediadores inflamatorios, estos animales no son mas
susceptibles a la infeccion que los animales control [184, 185]. Curiosamente, la bacteria intracelular
Chlamydia pneumoniae tiene un mecanismo de evasion de la respuesta mediada por IL-17 que consiste

en la liberacién de una proteina que se une a Act-1 e impide la sefializacién de IL-17RA [228].

Se ha descripto ampliamente que varias citoquinas de la familia IL-17, en especial IL-17A e IL-17F son
importantes en la defensa frente a hongos [161, 212, 229]. En tal sentido, tanto humanos como
animales de experimentacién (ratones) que presentan deficiencias en el eje de la IL-17A (IL-17, IL-
17RA, CARD9 o Act-1) son particularmente susceptibles a la infeccién con C. albicans [230]. Este hongo
comensal genera infecciones tanto locales como sistémicas, y la respuesta asociada a las mismas es
sustancialmente distinta. En las infecciones sistémicas (la forma de infeccion mas complicada de C.
albicans), los ratones IL-17RA KO son extremadamente susceptibles. Aunque el mecanismo preciso se
desconoce, se ha descripto que el reclutamiento de neutréfilos estd particularmente comprometido.
En el mismo sentido, en modelos de infeccidn orofaringea también se vieron afectados el
reclutamiento de neutréfilos y la produccién de un amplio rango de quemoquinas y moléculas
inflamatorias [211]. Ademas, se ha caracterizado el papel protector de las respuestas Th17 en contexto
de infecciones con otros hongos como Aspergillus fumigatus y Pneumocystis carinii (revisado por

Onishi y Gaffen [211]).

Por otro lado, IL-17 participa en forma protectora o patogénica en la respuesta inmune frente a
muchos virus [216]. Mientras que en algunos casos la respuesta de IL-17 resulta protectora al inducir
gran cantidad de moléculas inflamatorias y quemoquinas, en otros ha resultado deletérea por demorar
respuestas Thl [211, 216]. Hace ya mas de 20 afios, se reportd que el Herpes virus produce una
proteina andloga a IL-17A [231]. De forma interesante, se probd que la misma gatilla la sefalizacion de

IL-17RA. Por su parte, el rol de esta molécula en la infeccién ha sido asociado a respuestas patogénicas
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gue favorecen la persistencia viral [211]. De forma interesante, protocolos de vacunacion para Poxvirus
gue combinan con Vaccinia virus con IL-17, mostraron ser incluso mas protectores que los conjugados
con IL-12 [232]. Asi mismo, la respuesta a IL-17 ha sido asociada a la “tormenta de citoquinas” que
determina la patologia frente a ciertos patdgenos. En ese sentido, IL-17A e IL-17F se producen
tempranamente en la infeccion con influenza y ratones IL-17RA KO presentan menor susceptibilidad a
la infeccidn en parte por su gran influjo de neutrdfilos a pulmdn [233]. Asi mismo, la respuesta de IL-
17E frente al virus sincicial respiratorio exacerba la alergia [234]. Asi como éstos, la participacién de IL-
17 ha sido reportada en otras infecciones como aquellas con el virus de la hepatitis By C, el virus del
dengue, el citomegalovirus, el virus de la inmunodeficiencia humana, y la lista continda. Por ejemplo,
se ha reportado que IFN tipo | inhiben a IL-17 y se esta discutiendo si esto resulta en beneficio o

detrimento de la respuesta antiviral [235].

En infecciones parasitarias se ha descripto el rol protector de IL-17E frente a nematodos y helmintos,
como Trichuris muris y Nippostrongylus brasiliensis, probablemente en estrecha relacién con la
capacidad de IL-17E de incentivar respuestas tipo Th2 (revisado por Valizadeh y col. [199]). Respecto
del rol de IL-17RA en la infeccion con Toxoplasma gondii, hay resultados en dos sentidos: mientras por
un lado se ha reportado que las seiales a través de IL-17RA son importantes para generar una
respuesta de neutroéfilos que combata al parasito eficientemente [236]; por otro se ha mostrado que

animales C57BL/6 IL-17RA KO tienen menor susceptibilidad a la infeccion [237].

Antecedentes del grupo de trabajo

La presente tesis doctoral se enmarcé en una linea de investigacion orientada a evaluar el papel de la
IL-17A en la progresién de la infeccion con T. cruzi. En ella se desarrollaron algunos ensayos
preliminares que requirieron establecer un modelo experimental de infeccion, que se utilizé luego a lo
largo de toda la tesis. El mismo consistié en inyectar de forma intraperitoneal 5000 tripomastigotes de
la cepa Tulahuén (clasificada como DTU VI) [43] a ratones C57BL/6 salvajes (WT). Es importante
destacar que en ratones con un trasfondo genético C57BL/6, esta dosis y cepa de parasitos genera una
infeccién aguda, caracterizada por parasitemias moderadas (con un pico de parasitemia alrededor del
dia 20 post-infeccién o pi) y una potente respuesta inflamatoria. Esta ultima permite, tanto el control
de los niveles de parasitos circulantes (que se tornan indetectables alrededor dia 30 pi), como la
sobrevida y la progresién a fase indeterminada y/o crdnica de un gran porcentaje de ratones
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infectados. Un primer experimento consistié en determinar los niveles de IL-17A e IL-17F presentes en
animales infectados segun el modelo descripto. De esta forma las concentraciones plasmaticas de IL-
17A e IL-17F fueron evaluadas por la metodologia de ELISA, en plasma de animales WT sacrificados a
distintos tiempos de infeccidn. La concentracién plasmatica de IL-17A puedo cuantificarse sélo durante
un corto periodo de tiempo alrededor del dia 20 pi, mientras que no se detectd IL-17F a ningln tiempo

de infeccidn estudiado (figura 9A y datos no mostrados).

Con el objetivo de estudiar la participacién de citoquinas IL-17 en la progresién a la infeccién con T.
cruzi, se compararon las tasas de mortalidad de ratones WT con las de ratones del mismo origen
genético (C57BL/6) pero deficientes en el receptor A de IL-17 (IL-17RA KO). Sin expresion de IL-17RA, se
interrumpe la sefializacion de todas las citoquinas que utilizan ese receptor, es decir de al menos IL-
17A, IL-17C, IL-17E e IL-17F. Utilizar estos animales brinda la posibilidad de evidenciar fendmenos que,
en ausencia de efectos compensatorios entre los distintos miembros de esta familia, se presentan de
forma pronunciada; sin embargo, trabajar con estos ratones no permite discriminar efectos
individuales o combinados de algunas de ellas. Teniendo en cuenta estas consideraciones, ratones WT
e IL-17RA KO fueron infectados segun el modelo descripto, y se determiné el porcentaje de mortalidad
como indicador de la susceptibilidad. Como puede ob servarse en la figura 9B, los animales WT

comenzaron a sucumbir hacia el dia 32 pi con T. cruzi, mientras que los ratones IL-17RA KO

presentaron una mortalidad mas A B
temprana, que se inicié préxima al 4007 100+ i . W7
. o , 1l & *p=0.0052 -
dia 15 pi. Asimismo, se observé que < 300- g % Lo o
2 S 60 "
: 2 s
a lo largo de todo el periodo de = 2004 < i:
N~ —
. ny , e 5 404 |
infeccidén evaluado (hasta el dia 90 _, S fE=cosssassaanae n
= 100- 20-
pi), el grupo de ratones IL-17RA KO
0— 0 ] T T T 1
exhibié mayor mortalidad que su NI INF 0 20 40 60 80 100

contraparte WT (en frecuencias Figura 9: Ratones IL-17RA KO son mas susceptibles a la infeccién con T.

cruzi. A) Concentracion de IL-17A en plasma de ratones no infectados (NI)
proximas al  66% y 33%, alos 20 dias pi con T. cruzi (1). En cada barra se grafica el promedio + DE
de 5 ratones por grupo. B) Sobrevida de ratones WT (azul) e IL-17RA KO
(rojo) infectados con T. cruzi. Se ensayaron 12 animales por grupo y los
estos datos permiten afirmar que la  resultados se analizaron con test Gehan-Brelow-Wilcoxon. Los resultados

respectivamente). En combinacién,

. ., en Ay B son representativos de dos experimentos independientes.
ausencia de expresién de IL-17RA y P P P
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incrementa la susceptibilidad frente a la infeccidon experimental con T. cruzi.

A estos resultados iniciales que sustentaban esta tesis, se sumaron los reportes de dos grupos
independientes que demostraron que IL-17A se induce durante la infeccidn experimental con T. cruziy
que la misma esta involucrada en la resistencia del hospedador frente al pardsito [238, 239]. Ambos
trabajos describieron también un rol protector de IL-17A en la infeccidn, sin embargo, mostraron entre
si marcadas diferencias respecto de los mecanismos protectores involucrados, pobremente estudiados.
Esta disparidad de resultados puede explicarse en relacién a importantes diferencias en las
aproximaciones experimentales que incluyen: diferentes cepas de ratones (Balb/c y C57BL/6) y
parasitos (cepa Y y Tulahuén), asi como diferentes modos de bloquear el efecto de IL-17 (bloqueo con
anticuerpos neutralizantes y delecidn génica). En cualquier caso, estas discrepancias motivaban una
evaluacion mads precisa del papel de esta familia de citoquinas en esta infeccién parasitaria, que
abordara los diferentes mecanismos protectores gatillados, asi como posibles papeles redundantes

entre los distintos miembros de la familia IL-17 [238, 239].
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Objetivo General

Estudiar la participacion de las citoquinas de la familia de IL-17 en la respuesta inmune frente a T.
cruzi, focalizando el andlisis en el efecto de estas citoquinas en el desarrollo de las respuestas efectora

inflamatoria, regulatoria y especifica.
Objetivos Especificos

1) Evaluar el papel de las citoquinas de la familia de IL-17 en la progresién de la infeccidn experimental
con T. cruzi.

2) Estudiar el papel de la sefializacién a través de IL-17RA en la respuesta inmune innata y la regulacidn
de la inflamacién durante la infeccién con T. cruzi.

3) Estudiar el papel de citoquinas IL-17 en el desarrollo de una respuesta adaptativa antiparasitaria
protectora durante la infeccidn con T. cruzi.

Hipétesis

La familia de citoquinas IL-17 estd compuesta por seis miembros de distinto origen celular, con

patrones de expresion disimiles y efectos bioldgicos caracteristicos, que a menudo se superponen. A

pesar de que gran cantidad de investigaciones resaltan el papel patogénico de IL-17A en enfermedades

autoinmunes, tanto esta como las otras citoquinas de la familia de IL-17 cumplen funciones

importantes en la resistencia a infecciones. Resultados previos de este y otros grupos de investigacion

evidenciaron que IL-17A se produce en la infecciéon con T. cruzi y juega un papel importante en la

resistencia frente al parasito. Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales esta citoquina ejerce

sus efectos y la participacién de los otros miembros de la familia IL-17 no han sido completamente

establecidos. En este contexto la hipdtesis que se sostiene en este trabajo de tesis es que IL-17RA y las

citoquinas IL-17 que por él sefializan cumplen funciones protectoras en la infeccién con T. cruzi,

asociadas a la modulacién de la inmunidad innata, la inflamacion y la respuesta inmune adaptativa

antiparasitaria.
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Las citoquinas IL-17A, IL-17E e IL-17F se producen en respuesta a la infeccion con T. cruzi

Con el objetivo profundizar la caracterizaciéon de las citoquinas de la familia IL-17 en la respuesta
inmunitaria frente a T. cruzi, se estudid la cinética de produccién de IL-17A e IL-17F durante la
infeccidn, y las poblaciones involucradas en la liberacion de IL-17A. En primer lugar, se cuantificaron las
concentraciones de IL-17A e IL-17F producidas por células de bazo y ganglios subcutaneos (ganglios) de
animales WT a distintos tiempos de infeccién (dia 0, 10, 20 y 32 pi). Se destaca que muchos de los
ensayos realizados a lo largo de esta tesis se focalizaron en los ganglios y, principalmente, en el bazo
como o6rganos linfoides centinelas de la respuesta inmunitaria sistémica contra T. cruzi. Entonces, las
suspensiones celulares de bazo y ganglios de animales a distintos tiempos de infeccién fueron
cultivadas durante 48 horas (h) en ausencia de estimulo o en presencia de anticuerpos anti-CD3 vy el
mitégeno forbol 12,13-dibutirato (anti-CD3/PdBU). Luego, las concentraciones de IL-17A e IL-17F en los
sobrenadantes de estos cultivos fueron determinadas por la metodologia de CBA (del inglés Cytometric
Bead Array). Mientras ambas citoquinas fueron indetectables en ausencia de estimulo (datos no
mostrados), frente al estimulo mitogénico las concentraciones de IL-17A e IL-17F acompafiaron la
cinética de parasitemia: registraron un incremento a los dias 10 y 20 pi, y retornaron a valores basales

alrededor del dia 32 pi (figura 10). Es importante
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productoras de IL-17A en la infeccidn. Estos analisis se
Figura 10. La infeccion con T. cruzi induce la

circunscribieron a IL-17A porque las bajas cantidades
de IL-17F dificultaron su caracterizacion a este nivel.
Asi, las suspensiones celulares de bazo, ganglio e
higado provenientes de animales WT infectados (dia
20 pi) y no infectados como control, fueron cultivadas

durante 5 h con el estimulo mitogénico forbol 12-

produccion de IL-17A e IL-17F. Concentraciones de
IL-17A e IL-17F en sobrenadantes de cultivo de
suspensiones celulares de bazo (izquierda) y
ganglios (derecha) obtenidas de ratones WT
infectados sacrificados a distintos tiempos de
infeccion con T. cruzi y estimuladas durante 48 h en
presencia de anti-CD3/PdBU. Cada punto es el
promedio + DE de 5 ratones por grupo. Los
resultados son representativos de dos
experimentos independientes.
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miristato-13-acetato/lonomicina (PMA/lonomicina) e inhibidores del transporte vesicular. Luego, las
células fueron marcadas en superficie e intracelularmente para identificar a LiT e IL-17, y analizadas
finalmente en el citdmetro de flujo. Los resultados en la figura 11A y otros no mostrados, evidenciaron
la existencia de leucocitos IL-17+ en todos los érganos evaluados y particularmente en el higado,
organo diana de la infeccién aguda con el parasito. Ademas, la caracterizacidon fenotipica de estas
células reveld que tanto los linfocitos T o LiT (células CD3+) como otros leucocitos (células CD3-)
produjeron IL-17A (figura 11B). Con propdsito de precisar la capacidad de distintas poblaciones
celulares de producir IL-17, se realizaron cultivos de células purificadas por cell sorting. Entonces, las
suspensiones celulares de bazo e higado de ratones WT a los 20 dias pi, fueron separadas segun la
expresion de marcadores poblacionales en: LiT CD4+ (CD3+CD4+); LiT CD8+ (CD3+CD8+); células NK
(CD3-NK1.1+); células Grl+ (mayoritariamente neutréfilos; Grl+); y la fraccion negativa o FN (CD3-
NK1.1-). Posteriormente, las células fueron cultivadas durante 48 h en presencia de distintos estimulos:
Especificamente los LiT fueron estimulados con anti-CD3/PdBU; mientras que el resto de las células se
cultivaron con bajas dosis de PMA/lonomicina. Finalmente, las concentraciones de IL-17A fueron
determinadas en los sobrenadantes de cultivo por la técnica de ELISA. Como puede observarse en la

figura 11C, todos los tipos celulares ensayados produjeron esta citoquina; sin embargo, sobrenadantes
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Figura 11. Distintas poblaciones celulares producen IL-17A durante la infeccidn con T. cruzi. A) Porcentaje de células IL-
17A+ en suspensiones celulares de higado de animales no infectados (WT-NI) o al dia 20 pi con T. cruzi (WT-INF) cultivadas
durante 5 h con PMA/lonomicina y brefeldina A. Cada uno de los gréficos es representativo de 5 ratones. B) Porcentaje de
leucocitos IL-17+ en las poblaciones celulares CD3+ y CD3- de bazo, ganglios e higado de ratones infectados luego del
estimulo descripto en A. Los resultados muestran el valor promedio de 5 ratones por grupo + DE. C) Concentracion de IL-
17A en sobrenadante de cultivo de 48h de células NK.1.1+, LiT CD4+ y CD8+, células Gr-1+ y células remanentes en la
fraccion negativa (FN) purificadas de bazo (izquierda) e higado (derecha) de ratones al dia 20 pi. Células NK1.1+, Gr-1+y de
la FN se cultivaron en presencia de bajas concentraciones de PMA/lonomicina mientras que LiT se estimularon con anti-
CD3/PdBU. Los resultados se muestran el promedio de triplicados de cultivo + DE. Los resultados de A-B y C son
representativos de tres y dos experimentos independientes, respectivamente.
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también sefializan a través de IL-17RA [148], se propuso evaluar

disefiaron, la determinacion de la misma no pudo efectuarse. Por

su parte IL-17E se cuantifico en plasma de ratones WT no

diferencia de IL-17A e IL-17F, los animales no infectados presentan niveles basales de IL-17E en
plasma. Mas aun, al dia 20 pi la cantidad de IL-17E se incrementd mas de dos veces respecto de los

controles no infectados, indicando la infeccién induce la produccién de esta citoquina (figura 12).

En conjunto estos resultados demostraron que las citoquinas IL-17A, IL-17E e IL-17F se producen en la
infeccidn con T. cruzi, que diferentes poblaciones celulares estdn comprometidas en ese fendémeno (al
menos para el caso de IL-17A), y que su maxima concentracion se alcanza en momentos donde la

parasitemia es también mayor.

La seiializacion via IL-17RA participa en el control del parasitismo tisular durante la infeccién con T.

cruzi

Los resultados previos que fundamentan este trabajo de tesis, descriptos en la introduccién, indicaron
gue ratones que carecen del IL-17RA son mas susceptibles a la infeccion con T. cruzi que los ratones
WT. Tomando en consideracién que la progresién a la infeccidn y la sobrevida de animales frente a
muchos patégenos se dirime entre la capacidad de limitar la replicaciéon del microorganismo y la de
controlar el dafio de dérganos vitales por inflamacion [58]; se propuso evaluar la carga parasitaria en

tejido, el dafio tisular y la inflamacidn presentes en los ratones IL-17RA KO respecto de la de los WT.
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En primer lugar se evalué la parasitemia en sangre de animales WT e IL-17RA KO a los 10, 18 y 33 dias
pi. Acorde con el modelo de infeccién descripto, los ratones WT mostraron un perfil cinético de
parasitemia caracterizado por una incipiente cantidad de pardsitos en sangre en proximidad del dia 10
pi, un pico marcado en cercanias al dia 20 pi y un control practicamente total de los mismos alrededor
de los 30-35 dias pi. Por su parte los ratones IL-17RA KO presentaron una cinética de parasitemia y

magnitudes semejantes a las de ratones WT (figura 13A).

Posteriormente, se realizaron estudios de parasitismo en bazo, higado y corazén de animales WT e IL-
17RA KO a distintos tiempos de infeccién. El ADN total de las distintas muestras fue extraido con TRIzol
y las cantidades de parasito alli presentes fueron determinadas en base a un método publicado por
Pirén y col. [240]. Asi, se cuantificé ADN satélite de T. cruzi por PCR en tiempo real y se lo relativizd a la
cantidad del gen constitutivo GAPDH (enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). Como se
muestra en la figura 13B, a tiempos tempranos de infeccién (dia 14 pi), la cantidad de ADN parasitario
en bazo de animales IL-17RA KO fue similar a la de su contraparte WT. Después de alcanzar su maximo
al dia 14 pi, el parasitismo tisular disminuyé en ambas cepas. Sin embargo a partir del dia 22 y hasta el
dia 130 pi los ratones IL-17RA KO presentaron mayor cantidad de parasito en tejido respecto de sus
controles WT. En base a que el defecto de los ratones IL-17RA KO para controlar la carga parasitaria se
manifesté a partir del dia 22 pi, se eligié ese tiempo para la cuantificar el parasitismo en otros érganos

como higado y corazén, donde se encontré que los ratones IL-17RA KO presentan mayor carga
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Figura 13. Los ratones IL-17RA KO infectados con T. cruzi presentan incrementado parasitismo tisular. Parasitemia A) y
cantidad relativa de ADN satélite de T. cruzi en B) bazo, C) higado y D) corazén de ratones WT (azul) e IL-17RA KO (rojo) a A-B)
diferentes tiempos de infeccion o C-D) al dia 22 pi. En la cuantificacion del parasitismo tisular, las cantidades de ADN fueron
normalizadas a GAPDH murina. Los datos se muestran como el valor promedio de 5 ratones + DE. Los valores de p fueron
calculados con test-T de dos colas. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes.
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parasitaria que los WT (figura 13C, D).

En resumen, si bien los animales IL-17RA KO infectados con T. cruzi lograron controlar la parasitemia y
el parasitismo tisular temprano de manera semejante a sus controles WT, a tiempos posteriores fueron
menos eficientes en reducir la carga parasitaria tisular. Las diferencias observadas entre los grupos
experimentales, sugieren que la sefializacion a través de IL-17RA podria ser necesaria para el
desarrollo/mantenimiento de algiin componente del sistema inmune involucrado de manera critica en
el control del parasito en los tejidos y que se desarrolla con una cinética relativamente demorada en la

infeccion con T. cruzi.

La susceptibilidad de los ratones IL-17RA KO a la infeccion con T. cruzi correlaciona con mayor dafio

hepatico

Como se menciond anteriormente, el dafio tisular provocado por la inflamacién en la infecciéon aguda
con T. cruzi, es otro de los factores que determina la susceptibilidad a la patologia. En relacidn a ello, se
ha descripto que el higado es un érgano particularmente sensible a este tipo de afeccion [113]. Se
propuso entonces estudiar el dafio hepatico de ratones WT e IL-17RA KO infectados, utilizando
animales no infectados como control. En primer lugar, se cuantificé la actividad plasmatica de las
transaminasas alanina aminotransferasa (ALT, de sus siglas en inglés alanine transaminase), y

aspartato aminotransferasa (AST,

. . , g 150+ ® 80+ - - W

de sus siglas en inglés aspartate £ p<ocs  WmWT © p<001 o o
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Slgmflcat'vamente respecto de Figura 14. La ausencia de IL-17RA determina un aumento de la actividad de

transaminasas hepaticas durante la infeccion con T. cruzi. Concentraciones
plasmaticas de ALT (izquierda) y AST (derecha) en ratones WT (azul) e IL-17RA
Sin embargo, el impacto de la KO (rojo) a distintos tiempos de infeccién con T. cruzi. Se grafica el promedio
de 5 ratones + DE por grupo. Los valores de p fueron calculados utilizando

sus contrapartes no infectadas.

infeccién entre ambos grupos ] ) )
ANOVA de dos vias seguido por el test de Bonferroni. Los resultados son

experimentales no fue representativos de tres experimentos independientes.
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homogéneo: Los ratones IL-17RA-KO infectados presentaron mayor actividad de ambas enzimas que
sus homologos WT. Estos resultados sugirieron que durante la infeccidn parasitaria la ausencia de IL-

17RA tiene como consecuencia un mayor dafio hepatico.

Con el objetivo de explorar en profundidad la fisiopatologia del dafio tisular, se realizaron estudios
histoldgicos. Especificamente, cortes de higados de animales WT e IL-17RA KO sin infectar o a los 10,
18 y 32 dias pi, fueron tefiidos con hematoxilina/eosina y analizados al microscopio éptico (figuras 15A,
B). Los resultados aqui obtenidos fueron coherentes con los de las transaminasas hepaticas: la
infeccion afectd la integridad de los tejidos de todos los animales, sin embargo el compromiso de los
ratones IL-17RA KO fue mayor que el de los WT. En ambas cepas los animales infectados mostraron un
infiltrado celular prominente desde tiempos tempranos (dia 10 pi), que se pronuncié en proximidades
al pico de parasitemia (dia 18 pi), y disminuyd posteriormente (dia 32 pi). Las alteraciones histoldgicas
mas importantes causadas por la infeccidn como necrosis y degeneracion hialina se evidenciaron
durante el pico de parasitemia (alrededor del dia 20 pi) y se mantuvieron a tiempos posteriores. En
términos generales la estructura hepdtica no fue severamente afectada por el proceso infeccioso; sin
embargo, los hepatocitos de ratones infectados presentaron diversas anormalidades: forma hinchada y
redondeada, citoplasma vacuolar y nucleos picnéticos. En simultaneo, la infeccidn repercutié en una
mayor hiperplasia de las células de Kupffer. Por otro lado y de particular relevancia para este trabajo
de tesis, se evidenciaron importantes diferencias entre animales WT e IL-17RA infectados: Durante
todo el tiempo de estudio y a nivel de todos los parametros evaluados, especialmente la necrosis y la
degeneracién hialina, los ratones IL-17RA KO infectados mostraron lesiones mas graves que sus
homodlogos WT (figura 15 y Tabla 1). Ademas, el tipo celular predominante en los infiltrados
inflamatorios fue también claramente diferente: mientras los animales WT presentaron un infiltrado
de células polimorfonucleares, los IL-17RA KO exhibieron un infiltrado de células mononucleares (de
monocitos y/o linfocitos) (figura 15B y Tabla 1). En sintesis, del analisis histoldgico se desprende que en
la infeccion aguda con T. cruzi la efectiva sefalizacién a través de IL-17RA afecta el infiltrado celular en

los tejidos y atenua el daino hepatico.
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Figura 15. La ausencia de sefializacidn de las citoquinas IL-17 en la infeccidon con T. cruzi provoca mayor daio tisular y
cambios a nivel del infiltrado inflamatorio. Fotografias de cortes histolégicos de higado de ratones WT e IL-17RA KO no
infectados y luego de A) 10, 20 y 32 dias o B) 20 dias de infeccidn con T. cruzi, tefiidos con hematoxilina/eosina. A, B) Las
Microfotografias 200X permiten la evaluacién panoramica de las lesiones. Las areas demarcadas se corresponden a zonas de
extensa necrosis, las estrellas sefialan regiones con degeneracion hialina y las puntas de flecha advierten la presencia de
focos de infiltrado inflamatorio. B) Las microfotografias 1000X evidencian detalles respecto de las alteraciones celulares y la
naturaleza del infiltrado inflamatorio (P: células polimorfonucleares, M: células mononucleares, A: nidos de parasito en su
forma amastigote). En todos los caso se muestra un fotografia representativas de 5 ratones y de dos experimentos
independientes. El analisis de las mismas se sintetiza en la Tabla I.

Tabla I. Estudio cinético de lesiones hepdticas en ratones WT e IL-17RA KO

Infiltrado inflamatorio®

s . . a . a
Grupo (n=5) Dias pi T . celulares)b Necrosis Lesiones celulares
WT 10 +++ (PMN) + +
18 ++++ (PMN) + ++
32 +++ (PMN) + ++
KO 10 ++ (Mo/Li) + ++
18 +++ (Mo/Li) +H/+++ +++
32 ++ (Mo/Li) +H/+++ +++

Escala: +: leve; ++:moderada; +++: severa; ++++: extremadamente severa
b s . . . .
PMN: Neutréfilos; Mo/Li: monocitos/linfocitos
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La susceptibilidad de los ratones IL-17RA KO a la infeccion con T. cruzi es consecuencia de una

incrementada inflamacion

Durante la infeccién con T. cruzi, la inadecuada regulacion de la respuesta inflamatoria,
particularmente de IFN-y, puede contribuir al dafio tisular y a la incrementada mortalidad [110, 112,
114]. En tal sentido, se disefaron experimentos encaminados a comparar el estado inflamatorio de
ratones WT e IL-17RA KO frente al parasito y estudiar el rol potencialmente deletéreo de IFN-y en este

contexto.

En primer lugar se determinaron por ELISA las concentraciones sistémicas de las citoquinas pro-
inflamatorias IFN-y y TNF en ratones IL-17RA KO y WT a los 20 dias de infeccién. Como era esperable,
en relacion al importante papel que cumple IFN-y en el control parasitario, todos los animales
presentaron elevadas cantidades de las dos citoquinas. Sin embargo, las concentraciones TNF y
particularmente de IFN-y fueron notablemente mayores en los animales IL-17RA KO (figura 16). Estos
resultados sugirieron que la ausencia de IL-17RA en la infeccion con T. cruzi desencadena una

exacerbada inflamacién que podria determinar la mayor y temprana mortalidad a la infeccidn.

Posteriormente, se estudid por citometria de

flujo la frecuencia de células productoras de IFN- 60001 1500-
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adquiridas en el citdmetro de flujo. Como se Figura 16. Los ratones IL-17RA KO infectados con T. cruzi

presentan altas concentraciones de IFN-y y TNF.

observa en la figura 17A, tanto el bazo como el
g Concentraciones de IFN-y (izquierda) y TNF (derecha) en

higado de los ratones IL-17RA KO infectados plasma de animales WT (azul) e IL-17RA KO (rojo) al dia 20

pi con T. cruzi. Los datos se grafican como el promedio de

presentaron un mayor porcentaje de LT valores obtenidos en 5 animales * DE vy son

productores IFN-y respecto a sus homdlogos WT. representativos de cuatro experimentos independientes.
Los valores de p se calcularon utilizando tets-T de dos
Ademas, los higados de los animales IL-17RA KO colas.
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también mostraron incrementada frecuencia de células CD3- productoras de IFN-y. Con el objetivo de
profundizar estos estudios, se evalud la produccion de IFN-y y TNF que presentaron las subpoblaciones
de LiT de animales WT e IL-17RA KO infectados. Asi, los LiT CD4+ (CD3+CD4+) y LiT CD8+ (CD3+CD8+)
de bazo e higado de animales de ambas cepas al dia 20 pi fueron separados por cell sorting; y luego
cultivados 48 h en presencia del estimulo policlonal anti-CD3/PdBU. Posteriormente las
concentraciones de IFN-y y TNF fueron determinadas en los sobrenadantes de cultivo por la técnica de
ELISA (figura 17B). Los resultados de estos ensayos evidenciaron que los LiT CD4+ de bazo y los LT
CD8+ de higado provenientes de los animales IL-17RA KO producen mayor cantidad de IFN-y que en los
de origen WT. Ademas, los LiT CD8+ de bazo e higado de animales IL-17RA KO también evidencian

mayor producciéon de TNF que sus homdlogos WT.
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Figura 17. En ausencia de IL-17RA los ratones infectados con T. cruzi muestran elevada produccion de IFN-y en tejidos.
A) Expresion de CD3 y de IFN-y en células de bazo e higado obtenidas de ratones WT e IL-17RA KO a los 20 dias infeccidn
con T. cruzi, luego de 5 h de estimulo con PMA/lonomicina y brefeldina. Se muestra un grafico representativo de cinco
ratones. B) Concentracién de IFN-y y TNF en sobrenadante de cultivos de LiT CD4+ y LiT CD8+ purificadas de bazo
(izquierda) e higado (derecha) provenientes de animales WT (azul) e IL-17RA KO (rojo) después de 20 dias de infeccidn
con T. cruzi y estimuladas 48 h con anti-CD3/PdBU. Los datos se muestran como el valor promedio de triplicados de
cultivo + DE. Los valores de p fueron calculados con test-T de dos colas. Los resultados en A y B son representativos de
tres experimentos independientes.
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Considerando que en la infeccion con T. cruzi los ratones IL-17RA KO mostraron una incrementada y
temprana mortalidad y un mayor dafio hepatico e inflamacién que los animales WT, se especulé que
las altas concentraciones de IFN-y de los animales IL-17RA KO podrian actuar en detrimento de su
estado general y desencadenar su muerte. Para probar esta hipodtesis, se aplicd un tratamiento
bloqueante de IFN-y en ratones infectados y se estudid su efecto sobre la parasitemia, el dafio tisulary
la sobrevida a la infeccién. Ratones WT e IL-17RA KO fueron tratados con anticuerpos monoclonales
neutralizantes de IFN-y o anticuerpos control, a los dias 9, 12, 15 y 18 pi con T. cruzi. El esquema de
inyeccién utilizado tuvo como objetivo atenuar la respuesta inflamatoria de ratones IL-17RA KO
infectados antes que los mismos comenzaran a morir por la infeccidn, y a la vez permitir la respuesta

de IFN-y a tiempos tempranos de infeccidn, necesaria para contener la replicacidn inicial del parasito.

En primer lugar, se corrobord la eficiencia del esquema de neutralizacidn cuantificando por ELISA la
concentracion plasmatica de IFN-y que presentaron todos los animales al dia 20 pi (dos dias después
de la ultima inyeccién del anticuerpo neutralizante). Como puede observarse en la figura 18A, el
tratamiento con anticuerpos anti-IFN-y redujo significativamente la concentracidn de esta citoquina en

ambas cepas de animales, indicando el éxito del tratamiento.

Se evalud luego en los distintos grupos de animales infectados (dia 20 pi): la cantidad de pardsitos
circulantes en sangre (figura 18B); la actividad de transaminasas hepaticas en plasma (figura 18C); y las
lesiones histopatoldgicas en higado (Tabla Il). De manera consecuente a la conocida participaciéon de
IFN-y en la eliminacidn de T. cruzi, el anticuerpo neutralizante produjo un incremento de la parasitemia
en animales de ambas cepas. En contraste, el efecto del tratamiento sobre los pardmetros asociados a
mayor afeccidn hepatica, fue diferente entre ratones WT e IL-17RA KO: Mientras no hubo diferencias
entre animales WT infectados tratados con anticuerpos anti-IFN-y y los inyectados con anticuerpo
control; los ratones IL-17RA KO infectados a los cuales se les neutralizd IFN-y, presentaron actividades
de transaminasas hepaticas y lesiones hepaticas significativamente disminuidas respecto de aquellos
gue recibieron el anticuerpo control (figura 18C y Tabla 2). Finalmente, estudios de sobrevida a la
infeccion mostraron que el tratamiento anti-IFN-y no afectd la mortalidad de los ratones WT
infectados, pero si disminuyd significativamente la de los ratones IL-17RA KO a niveles comparables
con el grupo control WT (figura 18D). Es interesante destacar que, a pesar de que el anticuerpo

neutralizante de IFN-y aumentd la parasitemia de forma significativa en ambas cepas de animales
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infectados, no incrementd la mortalidad a la infeccidn; sin embargo se desconoce cdmo este fendmeno
repercute en la patologia chagasica. Algunos indicios son aportados por los estudios histolégicos que
evidencian mayor necrosis en higados de animales WT a los que se le neutralizd IFN-y respecto de sus
controles. Sin embargo, las consecuencias a largo plazo de la mayor parasitemia secundaria al
tratamiento ameritan una evaluacién mas profunda. En lo que aqui respecta, los resultados del
tratamiento con anticuerpos anti-IFN-y indicaron que la incrementada susceptibilidad a la infeccién
aguda que se manifiesta en ausencia de IL-17RA, esta mediada por las altas concentraciones de IFN-y.
Se infiere entonces que las sefales gatilladas por citoquinas IL-17 son necesarias para regular la

respuesta inflamatoria durante la infeccién con T. cruzi.
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Figura 18. La neutralizaciéon de IFN-y en ratones IL-17RA KO infectados con T. cruzi disminuye el dafio hepatico y la
mortalidad. Ratones WT (azul) e IL-17RA KO (rojo) infectados con T. cruzi fueron tratados con anticuerpos anti-IFN-y (a
IFNg) o con anticuerpos control. Al dia 20 pi se determind A) la concentracion plasmatica de IFN-y, B) la parasitemia y C) la
actividad de transaminasas hepaticas en plasma. Los datos se muestran el promedio + DE de los resultados obtenidos en 6
ratones. Los valores de p se calcularon con Test-T de dos colas. D) Sobrevida a la infeccidn (n= 12 animales/grupo). Lo
resultados se analizaron con el test Gehan-Brelow-Wilcoxon. Los resultados mostrados en A-D son representativos de dos
experimentos indepnendientes.
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Tabla Il. Lesiones hepaticas en ratones WT e IL-17RA KO tratados o no con anti-IFN-y al dia 20 pi
- - —
Grupo (n=5) I.nfl!trado |.nflamator|o b Necrosis® Lesiones celulares®
(principales tipos celulares)

WT Control +++ (PMN) ++ +++
WT anti-IFN-y ++++ (PMN) +++ +++

KO Control ++/+++ (Mo/Li) ++++ ++++
KO anti-IFN-y +++ (Mo/Li) + +++

®Escala: +: leve; ++:moderada; +++: severa; ++++: extremadamente severa
b . . . . .
PMN: Neutrofilos; Mo/Li: monocitos/linfocitos

Conclusiones

Los resultados descriptos en esta primera parte de la tesis indican que:

Durante la infeccidn con T. cruzi se producen IL-17A, IL-17F e IL-17E.

Tanto las células T como las células no T (NK, neutréfilos y otras) estan involucradas en la
produccion de IL-17A.

La falta de sefializacién a través de IL-17RA no afecta la parasitemia, pero compromete el
control del parasito en bazo, higado y corazén en la etapa aguda tardia.

La ausencia de expresidon de IL-17RA incrementa el dafo hepdtico que sobreviene como
consecuencia de la infeccion aguda con T. cruzi.

La ausencia de IL-17RA durante la infeccidn con T. cruzi trae aparejado un incremento en la
produccién de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-y y TNF.

La neutralizacién de IFN-y desde el dia 9 pi, atenta las severas lesiones hepaticas y la
incrementada mortalidad a la infeccién con T. cruzi que presentan los ratones en ausencia de

IL-17RA.

En sintesis, los resultados de este capitulo muestran que durante la infeccidn con T. cruzi se producen

distintas citoquinas de la familia de IL-17 y que su sefalizacién a través de IL-17RA juega un papel

critico en la resistencia del hospedador a esta infeccién parasitaria, al menos en parte, a través del

control del parasito en los tejidos y de la modulacidn de la respuesta inflamatoria y el dafio tisular

asociado.
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En el marco de estos hallazgos, se propuso profundizar el estudio de los mecanismos subyacentes al
papel protector de IL-17RA en la infeccidn con T. cruzi. Particularmente, se exploré el papel de IL-17RA
en la regulacion de la respuesta inflamatoria y la inmunopatologia asociada (Resultados Il), asi como su
capacidad para modular la respuesta especifica involucrada en el control del parasitismo tisular

(Resultados lI).
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Estudio del papel de |a sefializacion a través de IL-
17RA en la respuesta inmune innata y la regulacién
de la inflamacién durante la infeccién con T. cruzi

La sefializacién a través de IL-17RA regula el
numero de neutroéfilos en tejidos durante la
infeccidon con T. cruzi

La sefializacién a través de IL-17RA participa en el
reclutamiento de neutrofilos a tejidos durante la
infeccion con T. cruzi

La infeccion con T. cruzi promueve la diferenciacién
de neutrdfilos supresores productores de IL-10

Los neutrdfilos regulan in vivo la produccién de IFN-
v v el dafio hepatico durante la infeccion con
T. cruzi

Conclusiones
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En el marco de los resultados obtenidos hasta el momento, se propuso investigar los mecanismos
subyacentes al rol de IL-17RA en la regulacidon de la respuesta inflamatoria y la inmunopatologia
asociada a la infeccion con T. cruzi. A pesar de que era factible que las citoquinas IL-17 ejercieran un
efecto regulatorio directo sobre los LiT, como estaba reportado en otros contextos inmunoldgicos
[165, 241], las evidencias respecto a la capacidad de las mismas de modular la produccién de
guemoquinas e intervenir en el reclutamiento de distintas poblaciones celulares (especialmente
neutroéfilos) [161], arglian a favor de un mecanismo indirecto. En este sentido y en relacion a las
diferencias preliminares observadas a nivel del infiltrado leucocitario (figura 15B y Tabla [), se
cuantificé y caracterizo la distribuciéon de poblaciones inmunes en tejido de animales IL-17RA KO
infectados. Tras hallarse diferencias significativas en el tipo de células que conformaban el infiltrado

inflamatorio, se evaludé el mecanismo involucrado y su posible relacion con la inflamacion.

La senalizacion a través de IL-17RA regula el numero de neutréfilos en tejidos durante la infeccién

con T. cruzi

La migracion leucocitaria y el infiltrado inflamatorio de tejidos han demostrado ser factores claves para
la resoluciéon de infecciones y la inmunopatologia ligada a ellas [242, 243]. Particularmente en la
enfermedad de Chagas, se ha reportado que células infiltrantes presentan distintos patrones asociados
a las etapas de infeccién y al desarrollo de la patologia [58, 244]. Se propuso entonces evaluar la
distribucién de poblaciones inmunes en drganos linfaticos secundarios u dérganos diana y estudiar la
potencial relacion entre la misma y la desregulacién de la produccién de IFN-y observada en los
ratones IL-17RA KO infectados. En un primer lugar, se cuantificé el nimero absoluto de células de
bazo, ganglios e higado de los ratones WT e IL-17RA KO infectados a varios dias pi (dias 0, 11, 20 y 33
pi). La cantidad de células en dérganos linfaticos secundarios a lo largo de todo el proceso infeccioso fue
similar en ambos grupos. Sin embargo, los animales IL-17RA KO infectados mostraron menor nimero
de leucocitos en higado a los dias 20 y 33 pi (figura 19A). A fin de evaluar la composicion del infiltrado
celular y considerando el estrecho vinculo entre las citoquinas de la familia de IL-17 y |a biologia de los
neutrofilos [161], se determind por citometria de flujo la frecuencia y nimero absoluto de estos
ultimos. Asi, suspensiones celulares obtenidas de bazo e higado de ratones WT y IL-17RA KO infectados

(dia 20 pi) fueron marcadas con anticuerpos que reconocian CD11b y Gr-1, dos moléculas
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simultdneamente expresadas en la superficie de los neutréfilos. Como puede apreciarse en la figura
19B y 19C, bazo e higado de los ratones IL-17RA KO infectados presentaron una frecuencia

significativamente menor de neutrdfilos que sus contrapartes WT.

En relacidn a que cantidades variables CD11b y Gr-1 se expresan en diversas poblaciones celulares que
incluyen no sélo neutrdfilos, sino monocitos, eosindfilos y células mieloides inmaduras, se propuso
caracterizar en detalle al fenotipo y la morfologia de las células CD11b+Gr-1+ en la infeccion. En primer
lugar, se determind por citometria de flujo la expresién de marcadores poblacionales mieloides en
células totales de bazo e higado de ratones WT e IL-17RA KO al dia 20 pi con T. cruzi. En los dos érganos

analizados, las cepas de animales no manifestaron diferencias entre si, y las células CD11b+Grl1+ de

A Bazo Ganglio Higado

2
o
I
-
o
1

& 8001 © "pim B wr

(x10

[
o
o
1
w
o
1

4004

-
o
1

2004

N
e
Numero de células  (x10°)

Numero de células
Numero de células (x10

o
I

o
I

0 1 20 33 0 1 20 33 0 11 20 33
dias p.i. dias p.i. dias p.i.

C

Bazo

Bazo Higado

-
o
I
w
o
?

® WT
B KO

***p<0.0001

200+ ad

-
o
Il

Higado

Células CD11b+ Gr-1+ (x103)
T
°
'Y )
Células CD11b+ Gr-1+ (x103)

1004

o
I
o
1

-
WT KO WT KO

CD11b

Gr-1

Figura 19: Los ratones IL-17RA KO infectados con T. cruzi presentan disminuida cantidad de células CD11b+Gr-1+. A)
Ndmero de leucocitos totales de bazo, ganglio e higado de animales WT (azul) e IL-17RA (rojo) infectados a diferentes
tiempos de infeccidn. Los resultados expresan el promedio de los recuentos de 5 ratones por grupo + DE. Los valores de p
se calcularon a través de ANOVA seguido del post-test de Bonferroni. B) Porcentaje y C) nimero absoluto de células
CD11b+Gr-1+ en bazo e higado de animales WT e IL-17RA KO infectados al dia 20 pi con T. cruzi. B) Los graficos muestran
un animal representativo de 5 ratones por grupo. C) Cada simbolo representa ratones individuales y la linea horizontal
indica el promedio de todos ellos. Las diferencias entre ambos grupos, reflejadas en el valor de p, se calcularon con el Test-
T de dos colas. Los resultados de A-C son representativos de cuatro experimentos independientes.
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ambos grupos experimentales mostraron un patréon compatible con neutréfilos, a saber: alta expresién
de Ly6G y Ly6C, y baja expresion de F4/80 (figura 20A). Ademds, se observaron algunas
particularidades segun el tejido: la expresién de CD11c fue alta en bazo mientras que moderada en

higado. En segundo lugar, se realizé un estudio morfolégico de las células CD11b+Gr1+ purificadas por

A CD11b+Ly-6G+

CD11b

Bazo KO

Figura 20: Las células CD11+Gr-1+ infiltrantes de bazo e higado de animales infectados con T. cruzi presentan fenotipo y
morfologia compatibles con neutréfilos. A) Expresion de Ly-6G, Ly6-C, CD11c y F4/80 de animales WT e IL-17RA KO al dia
20 pi con T. cruzi. Los graficos de cada grupo muestran un animal representativo de cinco. B) Morfologia de células
CD11b+Gr-1+ de bazo e higado de animales WT e IL-17RA KO después de 20 dias de infeccidn. Los resultados que se
muestran en Ay B son representativos de dos experimentos independientes.
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cell sorting de higado y bazo de ratones WT e IL-17RA KO al dia 20 pi. Una vez enriquecidas, las células
fueron concentradas por la técnica de cytospin, tefiidas con hematoxilina/eosina y analizadas al
microscopio 6ptico. Como se observa en las fotografias de la figura 20B, la poblacion CD11b+Grl+ de
bazo e higado de ambos grupos experimentales mostré una morfologia granular con nucleos

multilobulados, compatible con neutrdfilos.

Estos resultados en conjunto sugirieron que, en contexto de la infeccidén con T. cruzi, la seializacion de

IL-17RA favorece el infiltrado de neutréfilos CD11b+Grl+ en bazo y principalmente en higado.

La seiializacion a través de IL-17RA participa en el reclutamiento de neutréfilos a tejidos durante la

infeccion con T. cruzi

Gran cantidad de publicaciones han descripto la relacidon entre las citoquinas de la familia IL-17 y la
biologia de los neutréfilos [144, 167, 175]. Particularmente se conoce que IL-17A, IL-17F e IL-17C son
capaces tanto de estimular la mielopoyesis como de favorecer el reclutamiento de neutrdfilos en
tejidos, y su papel en este sentido ha sido ampliamente explorado en infecciones. De esta forma, era
posible que alguno de estos mecanismos, o ambos al mismo tiempo, estuviesen involucrados en la
reduccién del numero de neutréfilos en ratones IL-17RA KO durante la infeccion con T. cruzi.

Consecuentemente, se estudiaron ambas opciones.

Con objetivo de evaluar un posible compromiso de la mielopoyesis, se determind por citometria de
flujo el porcentaje y numero absoluto de neutréfilos en médula ésea y sangre periférica de ratones WT
y IL-17RA KO después de 20 dias de infeccién con T. cruzi, utilizando ratones no infectados como
control. Como se observa en la figura 21A y B, el porcentaje de neutréfilos aumentd por igual en ambas
cepas frente a la infeccidon. Estos resultados sugirieron que la ausencia de IL-17RA no afecta
significativamente la generacidn y/o circulacion de neutrdfilos en la infeccidén. Para reforzar estos
hallazgos, se cuantificé la concentracion de factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). Este
factor de crecimiento es crucial para la produccidn de neutréfilos en estados de salud y enfermedad; y
es responsable del dramético incremento del nimero de neutréfilos que acontece frente a infecciones.
De relevancia para estos estudios, G-CSF estd involucrado en la maduracién de los precursores de

médula ésea a neutrdfilos, se produce en tejidos y su expresién esta modulada por las citoquinas de la
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familia de IL-17 (revisado por Benedath y Bradstock [245]). Entonces, se determind G-CSF en
homogenatos de bazo e higado de ratones WT e IL-17RA KO no infectados y al dia 20 pi mediante la
técnica de CBA. Las concentraciones de G-CSF obtenidas se normalizaron respecto de la cantidad de
proteinas totales en tejido, cuantificadas por la técnica de Bradford [246]. De forma compatible con los
resultados precedentes, ambas cepas incrementaron de modo semejante la produccién de G-CSF
frente la infeccion (figura 21C). Este hallazgo fortalecid la hipdtesis de que, en contexto de la infeccidn,

la ausencia de sefializacién de IL-17RA no compromete la mielopoyesis.

A continuacidén se realizaron experimentos que tuvieron por objetivo evaluar el papel de IL-17RA en el

reclutamiento de los neutrdfilos hacia los tejidos. En primer lugar se cuantificaron quemoquinas en
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Figura 21. La ausencia de IL-17RA durante la infeccidn no altera la mielopoyesis. A) Porcentajes y B) nimeros absolutos de
neutrdfilos en médula ésea y sangre de animales WT e IL-17RA KO no infectados o luego de 20 dias de infeccidn con T.
cruzi. A) Graficos de un animal representativo de 5 por grupo. B) Los nimeros absolutos se calcularon en ambos casos, al
multiplicar la frecuencia de células CD11b+Gr-1+ por la cantidad de células totales (médula dsea) o por mL (sangre). Los
valores muestran el promedio del recuento +- DE de 5 ratones C) Concentraciones de G-CSF en homogenatos de bazo e
higado de animales WT e IL-17RA KO sin infectar o al dia 20 pi con T. cruzi. Los resultados se normalizaron a la
concentracion total de proteinas y se expresan como la media + DE de triplicados biolégicos, n=5 ratones por grupo. Los
valores de p fueron calculados con test-T de dos colas. Los resultados en A-C son representativos de dos experimentos
independientes.
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bazo e higado de animales WT e IL-17RA-KO a distintos tiempos de infeccién. Particularmente se
evalué a CXCL1 (o KC) y CXCL2 (o MIP-2), proteinas que reclutan neutrdéfilos y se producen en
respuesta a IL-17A [167, 247, 248]. Ademas, se determind como control CXCL10 (o IP10), una molécula
que no interviene en el trafico neutréfilos y es inducida por IFN-y [249]. Las concentraciones de CXCL1
por un lado y las de CXCL2 y CXCL10 por otro, fueron determinadas por CBA y ELISA respectivamente,
en homogenatos de bazo e higado de ratones WT e IL-17RA KO no infectados o al dia 10, 20 y 30 pi.
Para las tres quemoquinas, los valores se normalizaron a las cantidades de proteinas totales. Como
puede observarse en la figura 22A, los animales WT infectados presentaron mayores concentraciones
de CXCL1 y CXCL2 en los dos drganos estudiados, con una cinética que acompand los niveles de
parasitemia. Aunque los ratones IL-17RA KO respondieron a la infeccién en el mismo sentido que los
WT, mostraron concentraciones de CXCL1 y CXCL2 significativamente reducidas en relacién a sus
homodlogos WT a distintos tiempos cercanos al pico de parasitemia. Por otro lado y de manera
consecuente a las altas cantidades de IFN-y, la concentracién de CXCL10 fue mayor en animales IL-
17RA KO infectados que en los WT, aunque la diferencia fue significativa sélo al dia 30 pi (figura 22A).
Estos resultados indicaron que la ausencia de IL-17RA durante la infeccién con T. cruzi compromete la
produccion de quemoquinas que regulan el reclutamiento de neutrdfilos a tejido. En segundo lugar, se
propuso evaluar directamente la capacidad migratoria de neutrdéfilos en hospedadores WT e IL-17RA
infectados y al mismo tiempo probar si la misma estaba afectada por la expresion de IL-17RA en los
propios neutroéfilos. Para ello células con alta expresidon de Ly6G (neutrdfilos) fueron purificadas con
perlas magnéticas de médula dsea de animales WT e IL-17RA no infectados, y tefiidas con trazadores
fluorescentes diferentes: CFSE y SNARF respectivamente. Posteriormente cantidades iguales de las
mismas, fueron transferidas simultdneamente por via endovenosa en cuatro grupos experimentales:
ratones WT e IL-17RA-KO al dia 20 pi con T. cruzi, y sus contrapartes no infectadas como controles.
Luego de 3 h, se estudid el patrén de distribucion de las células inyectadas determinando la presencia
de los neutréfilos WT (CFSE+) e IL-17RA KO (SNARF+) en médula dsea, sangre, bazo e higado por
citometria de flujo. Como puede observarse en la figura 22B, la distribucion de los neutrdfilos
inyectados fue idéntica independientemente de la expresion de IL-17RA en los propios neutréfilos. Por
otro lado, la infecciéon afecté de manera notable la distribucion de los neutrdéfilos transferidos:

mientras que en ratones no infectados estas células se ubicaron mayoritariamente en médula dsea; en
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Figura 22. La ausencia de IL-17RA durante la infeccion afecta el reclutamiento de neutréfilos a tejido. A) Concentracion de
CXCL1, CXCL2 y CXCL10 en homogenatos de bazo e higado de ratones WT e IL-17RA KO a distintos tiempos de infeccidn. Los
resultados se normalizaron a la cantidad total de proteina y se expresan como el promedio + DE de triplicados bioldgicos,
n=5 animales por grupo. Los valores de p se calcularon con test ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (* p: bazo
WT vs bazo KO; # p: higado WT vs higado KO). B) Nimero absoluto o frecuencia de neutréfilos WT e IL-17RA KO detectados
3 h después de su transferencia adoptiva, en medula ésea, sangre, bazo e higado de ratones WT e IL-17RA KO no infectados
(NI) o luego de 20 dias de infeccion (l). Los resultados se muestran como el promedio + DE, n=5 animales por grupo. Los
valores de p se calcularon con test-T de dos colas. Los datos de A y B son representativos de dos experimentos
independientes.

ratones infectados con T. cruzi se hicieron presentes principalmente en sangre, bazo e higado.
Particularmente en el contexto de la infeccidn, la expresién de IL-17RA en las células del hospedador,
impacté notablemente en la distribucién de los neutréfilos inyectados. Asi, aunque en sangre no se
evidenciaron diferencias, ratones IL-17RA KO infectados mostraron un numero significativamente
menor de neutrdfilos en bazo e higado que sus contrapartes WT. Este reducido reclutamiento de
neutrofilos transferidos a los tejidos de ratones IL-17RA KO infectados fue compatible con la menor

cantidad de quemoquinas CXCL1 y CXCL2 que presentaron en higado y bazo.

En sintesis, estos resultados confirmaron que durante la infeccion con T. cruzi las células del

hospedador requieren de la sefializacion a través de IL-17RA, mas que para incentivar la mielopoyesis,
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para inducir quemoquinas como CXCL1 y CXCL2 que promuevan el reclutamiento de neutrdfilos a

tejidos.

La infeccion con T. cruzi promueve la diferenciacion de neutréfilos supresores productores de IL-10

A pesar de que la funcion de los neutréfilos ha estado histéricamente ligada a su capacidad fagocitica,
en los Ultimos afos se han publicado numerosos reportes que resaltan su importancia respecto de
otras funciones, como por ejemplo la secrecién de citoquinas y la modulacién de poblaciones celulares
[179]. Entre estos ultimos, se destacan los hallazgos de Zhang y col. De Santo y col. [250, 251] en
relaciéon a la funcién inmunoregulatoria y dependiente de la produccién de IL-10 que los neutrdfilos
ejercen en modelos de infeccién y cancer. En este sentido, era factible que los neutréfilos en la
infeccion con T. cruzi modularan la inflamacién. Se propuso entonces estudiar la capacidad
inmunoregulatoria de los neutréfilos en la infeccidon a través de la evaluacién de las citoquinas que

producen frente al pardsito y en el contexto de infeccion, y su capacidad supresora.

En un primer estudio, neutréfilos de ratones WT e IL-17RA KO no infectados fueron purificados de
médula 6sea por selecciéon positiva con perlas magnéticas y cultivados 48 h sin estimulo, con
tripomastigotes de T. cruzi vivos, o con PamsCSK,, un agonista de TLR1/2 que favorece la produccion de

IL-10 y la adquisicién de un fenotipo regulatorio en neutréfilos. Los sobrenadantes de cultivo fueron
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Figura 23. Los neutrofilos estimulados con T. cruzi producen IL-10 y TNF. A) Concentracién de IL-10 y TNF determinada en
sobrenadante de 48 h de cultivo de neutrdfilos Ly-6G+ enriquecidos de médula désea de ratones WT e IL-17RA KO
estimulados segln se indica. B) Concentracién de IL-10 y TNF determinada en sobrenadante de 48 h de cultivo de
neutrodfilos CD11b+Gr-1+ purificados por cell sorting de bazo de animales WT e IL-17RA KO infectados al dia 20 pi, y
estimulados como se indica. Los resultados A-B se muestran como el promedio * DE de cuadriplicados de cultivo. Los
valores de o se calcularon con Test-T de dos colas. Los datos son representativos de dos experimentos independientes.
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evaluados luego para diferentes citoquinas. Los resultados indicaron que, de manera independiente a
la expresion de IL-17RA, el pardsito estimula la produccién de IL-10 y TNF en los neutrdfilos, pero no asi
otras citoquinas inflamatorias como IL-1B, IL-6 e IL-12p70 (figura 23A y datos no mostrados). Es
importante resaltar que las cantidades de IL-10 determinadas en cultivos de neutréfilos estimulados
con el parasito fueron incluso mayores a las registradas en los cultivos con Pam3CSK,. Posteriormente,
se evalud el perfil de citoquinas producidas por los neutrdfilos procedentes de tejido de animales
infectados. Para ello, se purificaron por cell sorting células CD11b+Ly6G+ de bazo de ratones WT e IL-
17RA-KO después de 20 dias de infeccién y se realizaron los mismos cultivos que en el caso anterior. De
manera similar, los sobrenadantes de cultivo de neutréfilos infectados estimulados con el parasito
mostraron altas concentraciones de IL-10, mayores a las producidas en cultivos con PamsCSKy;
mientras que la secreciéon de TNF fue similar con ambos estimulos (figura 23B). Estos resultados
respaldan que, frente al pardsito y en contexto de la infeccidn con T. cruzi, los neutréfilos producen
altas concentraciones de IL-10, y consecuentemente podrian ejercer una funcién regulatoria como la

reportada en otros modelos [250, 251].

Con el objetivo de evaluar un posible efecto regulatorio de los neutréfilos sobre otras poblaciones
celulares durante la infeccién por T. cruzi, se realizaron experimentos tipicos de supresion in vitro. Para
ello, esplenocitos totales obtenidos de ratones WT no infectados (células respondedoras) fueron
tefidos con CFSE y cultivados por cinco dias en presencia del estimulo policlonal de linfocitos T: anti-
CD3 y anti-CD28. La proliferacién maxima que presentaron los LiT respondedores presentes en células
de bazo cultivadas solas (determinada por dilucion del CFSE), se comparé con aquella acontecida en
presencia de neutréfilos purificados de bazo de ratones WT e IL-17RA al dia 20 pi (relacién 5:1). De
manera adicional y a fin de evaluar si el efecto estaba mediado por IL-10, algunos co-cultivos fueron
tratados con anticuerpos blogueantes para el receptor esta citoquina. Como evidencian los resultados
de la figura 24, los LT (células CD3+) presentes en las células de bazo totales co-cultivados con
neutroéfilos, mostraron una reducida proliferacién y produccién de IFN-y en comparacién con aquellos
LiT de esplenocitos cultivados en ausencia de neutréfilos. Ademas, en los co-cultivos realizados en
presencia del anticuerpo neutralizante de IL-10R se restablecieron los valores maximos de proliferacién

y de producciéon de IFN-y, indicando que la capacidad regulatoria de los neutréfilos esta mediada por
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Figura 24. Los neutrdfilos de animales infectados con T. cruzi suprimen respuestas de linfocitos T. Proliferacion (izquierda)
y porcentaje de células productoras de IFN-y (derecha) en la poblacién CD3+ de esplenocitos de animales WT no infectados,
luego de 5 dias de estimulo en placa con anti-CD3 anti-CD28. Los cultivos contaron con la presencia/ausencia (segun se
indica), de neutrofilos CD11b+Gr-1+ purificados de bazo de ratones WT e IL-17RA KO infectados al dia 20 pi (relacion 5:1) y
del anticuerpo bloqueante IL-10R. Los resultados se muestran como el promedio * de triplicados. Los valores de p se
calcularon con test-T de dos colas. Los datos mostrados son representativos de dos experimentos independientes.

IL-10. Una vez mas, los neutrdéfilos IL-17RA KO mostraron las mismas propiedades que los de origen

WT.

En resumen, en contexto de la infeccidn con T. cruzi los neutréfilos tienen capacidad de producir altas
cantidades de IL-10 frente al parasito y de suprimir la proliferacion y produccién de IFN-y de los LiT, de

forma dependiente de IL-10 e independiente a su expresién de IL-17RA.

Los neutrofilos regulan in vivo la produccion de IFN-y y el dafio hepatico durante la infeccién con T.

cruzi

Con propésito de estudiar in vivo la relevancia bioldgica que tienen los neutrdfilos y su produccidn de
IL-10 en los tejidos durante la progresion de la infeccién con T. cruzi, se realizaron tratamientos que

disminuyeron o incrementaron su cantidad.

En una primera aproximacion, se disefié un experimento de eliminacién de neutréfilos con anticuerpos
monoclonales. Ratones WT e IL-17RA KO infectados fueron tratados a los dias 9, 12, 15 y 18 pi con
inyecciones intraperitoneales del anticuerpo anti-Ly6G (clon 1A8) o IgG de rata como control. El
esquema de tratamiento se inicié al dia 9 pi con el fin de evaluar el papel de los neutréfilos en la

modulacién de la respuesta inmune adaptativa y el control de la inflamacion, posterior a su funcién en
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la contencién inicial de la infeccidn. Asimismo, las inyecciones repetidas del anticuerpo buscaron una
reduccidn sostenida de neutréfilos que fuese capaz de superar la continua generacidon de los mismos,
particularmente incrementada como consecuencia de la infeccidén. Para controlar la efectividad de la

eliminacién, se evalud por citometria de flujo el porcentaje de neutrdéfilos (CD11b+Grl+) en sangre,
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Figura 25: La deplecidn de neutréfilos en animales WT e IL-17RA KO infectados con T. cruzi altera la produccion de IFN-y,
el daiio tisular y la susceptibilidad a la infeccion. Animales WT e IL-17RA KO infectados con T. cruzi fueron tratados con
anticuerpos anti-Ly-6G o con anticuerpo control a los dias 9, 12, 15 y 18 pi y A-E) sacrificados al dia 20 pi para evaluar
distintos parametros y F) evaluados en su sobrevida a lo largo del tiempo. A) Frecuencia y niumero absoluto de células
CD11b+Gr-1+ en sangre, bazo e higado. B) Concentracion de IL-10 determinada en sobrenadante de 48 h de cultivo de
suspensiones celulares de bazo e higado. Cada simbolo representa diferentes animales y la linea horizontal sefiala la media.
C) Concentraciones de IFN-y y TNF en plasma. Cada simbolo representa diferentes animales y la linea horizontal el valor
promedio de la determinacion. D) Actividad plasmatica de ALT y AST. E) Parasitemia. Los resultados de A-E se muestran
como la media + DE, n=6-8 animales por grupo y los valores de p se calcularon con test-T de dos colas. F) Sobrevida. Los
valores de p se calcularon con el test de Gehan-Breslow-Wilcoxon, n=12 animales por grupo. Los resultados de A-E y D son
representativos de tres y dos experimentos independientes, respectivamente.
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bazo e higado de los animales tratados al dia 20 pi (dos dias posteriores a la Ultima inyeccién). Como se
observa en la figura 25A, si bien el tratamiento con anticuerpos anti-Ly6G no eliminé totalmente la
poblacion de neutrdfilos, si la disminuyd significativamente en todos los tejidos/érganos analizados,
con la Unica excepcion del higado en el grupo IL-17RA KO. Para evaluar el efecto de esta reduccién de
neutréfilos en la progresion de la infeccidn, se analizaron al dia 20 pi (dos dias después de la ultima
inyeccidn) las concentraciones de IL-10, IFN-y y TNF, el dafio tisular y la parasitemia de los animales de
distintos grupos experimentales. Ademds, se evalué la sobrevida como medida general de
susceptibilidad a la infeccién. En primer lugar se determind por ELISA la concentracién de IL-10 en los
sobrenadantes de suspensiones celulares de bazo e higado cultivados durante 48 h en ausencia de
estimulo exdgeno. Como se observa en la figura 25B, el tratamiento anti-Ly6G redujo la produccién de
IL-10 por parte de las células de bazo e higado en ambas cepas. Estos resultados indicaron que los
neutrdfilos constituyen una importante fuente de IL-10 durante la infeccién con T. cruzi, o bien
condicionan a otras células a producir IL-10. En segundo lugar se cuantificé por ELISA, IFN-y y TNF en
plasma. Los ratones WT e IL-17RA KO tratados con anticuerpo anti-Ly6G incrementaron las
concentraciones sistémicas de ambas citoquinas respecto a los que recibieron el anticuerpo control,
reforzando un perfil Th1l (figura 25C). En tercer lugar, se analizaron la actividad plasmatica de las
transaminasas hepaticas. De manera consecuente a la mayor inflamacion, la deplecién de neutrdfilos
curso con un incremento de la actividad de ambas enzimas (figura 25D), sugiriendo que la presencia de
neutroéfilos previene el daio hepatico. En relacion al control parasitario, el tratamiento de deplecién
tuvo efectos disimiles en ambas cepas de ratones, observdandose una menor parasitemia en los ratones
WT infectados y tratados y una mayor parasitemia en aquellos ratones IL-17RA KO infectados vy
tratados (figura 25E). En el primer caso, es probable que el incremento de IFN-y haya potenciado el
dafo tisular pero también colaborado con el control del pardsito. En el caso de los animales IL-17RAKO,
es posible que el incremento alin mas exacerbado de las concentraciones de IFN-y desencadenado por
el tratamiento, haya comprometido gravemente la integridad de los tejidos y ocasionado un
crecimiento descontrolado del parasito. Todos estos efectos diferenciales del tratamiento con anti-
Ly6G en ambas cepas impactaron de forma diferente en la susceptibilidad de los hospedadores a la
infeccion ya que no modificé la mortalidad de ratones WT infectados pero disminuyd

significativamente la sobrevida de los animales IL-17RA KO (figura 25F). Se especula en tal sentido, que
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la eliminacién casi completa de los neutrdfilos en ratones los IL-17RA KO tratados con Ly6G vy la
consiguiente pérdida de su potencial regulatorio desencadend una infeccién terminal, con un gran
aumento de la inflamacidn, y altos niveles de parasito circulante. En conjunto, los resultados de este
experimento indican que la ausencia de neutrdéfilos correlaciona con un perfil inflamatorio exacerbado

gue potencia la susceptibilidad de los animales IL-17RA KO a la infeccién con T. cruzi.

Como segunda aproximacién experimental para evaluar la relevancia bioldgica de los neutrdfilos en la
infeccidén con T. cruzi se reforzaron la cantidad de neutrdfilos a través de transferencias adoptivas.
Neutrdfilos de médula ésea de ratones WT no infectados fueron purificados por seleccién positiva con
perlas magnéticas, e inyectados por via endovenosa en ratones WT e IL-17RA KO a los dias 9, 12, 15 y
18 pi. Este esquema fue seleccionado con objeto de evaluar el efecto de los neutréfilos en la
modulacién de la respuesta inmune adaptativa y fortalecer el control de la inflamacién. En los ratones
WT e IL-17RA KO infectados y transferidos con neutréfilos o inyectados con PBS (controles) se evalué la
parasitemia, respuesta inflamatoria y sobrevida a la infeccién. Estos resultados deben contemplarse
atendiendo a que, como se describié anteriormente, los hospedadores IL-17RA infectados muestran en
comparacién con los WT una menor capacidad para reclutar neutréfilos a tejidos (figura 22). Como
puede observarse en la figura 26A, a los 20 dias de infeccién los ratones WT e IL-17RA KO transferidos
mostraron menor parasitemia que los controles inyectados con PBS. Este resultado indicd que los

neutrofilos participan en el control directo del pardsito, de manera independiente a su habilidad para
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Figura 26. La transferencia adoptiva de neutréfilos modula la produccién de IFN-y y la sobrevida a la infeccion con T.
cruzi. Animales WT e IL-17RA KO infectados fueron transferidos con neutréfilos WT o inyectados con PBS a los dias 9, 12, 15
y 18 pi. A-B) Al dia 20 pi se determind A) la parasitemia y B) la concentracidon plasmatica de IFN-y. Los datos se muestran
como la media * DE, n=6 por grupo. Los valores de p se calcularon con test-T de dos colas. C) Sobrevida. Los valores de p se
calcularon con el test de Gehan-Breslow-Wilcoxon, n=12 animales por grupo. Los resultados A-C son representativos de dos
experimentos independientes.
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migrar a los tejidos periféricos. Por el contrario, la inyeccién de neutréfilos sélo logré disminuir las
concentraciones plasmaticas de IFN-y en los ratones WT infectados (figura 26B). La incapacidad de los
neutrdfilos transferidos para regular los altos niveles de IFN-y en hospedadores IL-17RA KO
probablemente sea consecuencia de su menor reclutamiento a tejido (figura 19C y 22B). Por ultimo,
los ratones WT transferidos mostraron una menor mortalidad que sus controles no transferidos;
mientras que la inyeccidon de neutréfilos no logré disminuir la mortalidad de los animales IL-17 RA
infectados (figura 26C). En el caso de los animales WT, la mayor sobrevida fue compatible con las
menores cantidades de parasito y la disminuida inflamaciéon que presentaron estos hospedadores al
recibir la transferencia adoptiva de neutréfilos. En contraste, a pesar de lograr un mejor control
parasitario, la ausencia de efecto de la inyeccién de neutréfilos en la susceptibilidad de la cepa IL-17RA
KO resultaria de la incapacidad de los neutroéfilos inyectados para disminuir la inflamacién que media el

dafio y la muerte en estos animales (figura 18D).

Finalmente, se disefid un nuevo ensayo de transferencia adoptiva en el que se compard la capacidad
regulatoria de los neutrdéfilos en funcién de su capacidad para producir IL-10. Se purificaron neutréfilos
de médula ésea de animales WT e IL-10 KO no infectados y se inyectaron en animales WT infectados,
siguiendo el mismo esquema de transferencia que en el experimento anterior (a los dias 9, 12, 15y 18
pi). Posteriormente se evalud en estos ratones la parasitemia y concentracion de IFN-y (a los 20 dias
pi), asi como su sobrevida. Habida cuenta la deficiencia de hospedadores IL-17RA en el reclutamiento
de neutréfilos tanto endégenos como transferidos, en este experimento se decidid no utilizar esta
cepa de ratones. Como puede observarse en la figura 27A, tanto neutréfilos WT como IL-10 KO fueron
igualmente capaces de reducir la parasitemia al dia pico de infeccion. Sin embargo, y en sintonia con
los experimentos in vitro (figura 24), la inyeccién de los neutrdfilos deficientes de IL-10 no disminuyd
los niveles plasmaticos de IFN-y como si lo hicieron aquellos que produjeron esta citoquina
inmunomodulatoria (figura 27B). En el mismo sentido, mientras que la transferencia de células que
producian IL-10 fue eficiente en mejorar la sobrevida de los animales, la inyeccidon de neutréfilos
deficientes de IL-10 no fue capaz de extender la sobrevida de los ratones (figura 27C). De esta manera,
se logré probar que la capacidad regulatoria de la inflamacidon que presentan los neutréfilos en la

infeccidn es, también in vivo, dependiente de IL-10.

68



Resultados Il

>
w
(@)

*p=0.0353 4000 ns. 100

54 _'p=00353 _ns o e -
E *p=0.0176 *5=0.0325 O NeuWT
& ,| — **p=0.0079 S 804 p=
=) 4 _ 3000 bt g{_; O NeulL10 KO
P £ (o) S 60- |n.s.
L 34 =3 ?
) £ 20004 *p=00024 (O 5 40l
B 5 (=) O [}
© <7 z - @
£ w 204
S 1000+ ®
g‘ 11 ' Cp
'_. 0 T T T T 1
0 0- 0 10 20 30 40 50
Neu < o & o dias p.i
o & S & i
> N > O
< \ g A3 e
¥ N\

Figura 27. La actividad regulatoria de los neutréfilos en la infeccion con T. cruzi estda mediada por IL-10. Animales WT
infectados fueron transferidos con neutréfilos WT o IL-10 KO. A-B) Al dia 20 pi se determind A) la parasitemia y B) la
concentracion plasmatica de IFN-y. Los datos se muestran como la media * DE, n=6 por grupo. Los valores de p se
calcularon con test-T de dos colas. C) Sobrevida. Los valores de p se calcularon con el test de Gehan-Breslow-Wilcoxon,
n=12 animales por grupo. Los resultados A-C son representativos de dos experimentos independientes.

En conjunto estos resultados prueban que las citoquinas de la familia IL-17 regulan las concentraciones
de IFN-y, al menos en parte, a través del reclutamiento de neutrofilos que bajo el contexto de la

infeccidn son capaces de producir IL-10 y regular la respuesta inflamatoria, ejerciendo un rol protector.

Conclusiones

Los resultados descriptos en esta seccién muestran que:

¢ La falta de sefializaciéon a través de IL-17RA disminuye el nimero de neutréfilos en bazo e
higado durante la infeccién con T. cruzi.

¢ Durante la infeccién con T. cruzi la sefializacién a través de IL-17RA no parece afectar la
mielopoyesis, ya que no modifica la concentracién plasmadtica de G-CSF ni la cantidad de
neutrofilos en médula dsea y sangre periférica.

e En la infeccidén con T. cruzi citoquinas de la familia IL-17 estimulan la produccién de CXCL1 y
CXCL2 en bazo e higado y promueven el reclutamiento de neutréfilos de modo independiente a
la expresion de IL-17RA en los mismos.

* En contexto de la infeccion con T. cruzi, los neutréfilos muestran un perfil regulatorio: producen
IL-10 e inhiben in vitro la proliferacion y produccién de IFN-y de LiT, de manera dependiente de

IL-10.
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* Durante la infeccidn con T. cruzi, los neutréfilos participan en el control del parasito, la
regulacién de la produccién de IFN-y y la disminucién de la mortalidad.
* La capacidad de los neutrdfilos de disminuir la produccién de IFN-y y la disminucién de la

mortalidad durante la infeccién con T. cruzi, depende de IL-10.

En conjunto estos hallazgos indican que durante la infeccion con T. cruzi, las citoquinas IL-17 y su
sefializacién a través de IL-17RA estimulan la producciéon de quemoquinas con capacidad de atraer
neutrdfilos, los cuales tienen la capacidad de producir IL-10 y regular la respuesta inflamatoria mediada

por IFN-y, el dafio tisular asociado y la susceptibilidad a la infeccién.
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Estudio del papel de citoquinas IL-17 en el desarrollo
de una respuesta citotdxica especifica durante la
infeccién con T. cruzi

La sefializacién a través de IL-17RA influencia
criticamente la magnitud de la respuesta de
linfocitos T CD8+ especificos en la infeccion con T.
cruzi

[L-17RA promueve el mantenimiento de los
linfocitos T CD8+ activados durante la infeccién con
T. cruzi a través de un mecanismo de sefializacién
intrinseco

La sefializacion a través de IL-17RA durante la
infeccidn con T. cruzi sostiene la sobrevida de los
linfocitos T CD8+ totales y especificos

Las citoquinas de la familia [L-17 influencian la
activacion y diferenciacién de los linfocitos T CD8 +
durante la infeccién con T. cruzi

La sefializacién a través de IL-17RA durante la
infeccién con T. cruzi previene el agotamiento de
los linfocitos T CD8+

La expresion de IL-17RA regula el programa
transcripcional de los linfocitos T CD8 + activados
durante la infeccion por T. cruzi

IL-17A y/o IL-17F modulan la activacion, previenen
el agotamiento temprano e incrementan la
magnitud de la respuesta de linfocitos T CD8+
especificos en la infeccion con T. cruzi

La expresion de [L-17RA en los linfocitos T CD8+ les
confiere mayor capacidad protectora durante la
infeccidon con T. cruzi

Conclusiones
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Datos presentados en la seccion “Resultados |I” de la presente tesis, demostraron que IL-17RA
interviene en el control del parasitismo tisular y sugirieren un posible efecto de las citoquinas de la
familia IL-17 en el desarrollo y/o mantenimiento de algin mecanismo inmune critico para la
eliminacién del parasito en los tejidos y que surge de manera relativamente demorada. En tal contexto
y considerando la relevancia de la respuesta de los linfocitos T CD8+ en el control del parasito, se
propuso evaluar que ocurria con esta poblacién celular durante la infeccion cuando se perdia la

capacidad de sefializar a través de IL-17RA.

La senalizacidn a través de IL-17RA influencia criticamente la magnitud de la respuesta de linfocitos T

CD8+ especificos en la infeccién con T. cruzi.

Numerosos reportes evidenciaron que frente a la infeccion con T. cruzi se genera una respuesta
citotdoxica poco diversa, con alto porcentaje de LiT CD8+ especificos para unos pocos epitopes
inmunodominantes [252, 253]. Se ha descripto que particularmente los péptidos TSKB20 y PAS8
dominan la respuesta T CD8+ en ratones C57BL/6, en estrecha relacion con la cepa de parasitos [253].
Es interesante mencionar que estos dos péptidos pertenecen a proteinas distintas, pero muy
conservadas en la biologia del parasito y altamente inmunogénicas: TSKB20 se corresponde a los
aminoacidos 569-576 (ANYKFTLV) de la enzima trans-sialidasa; y PA8 comprende los aminoacidos 552-
559 (VNHRFTLV) de la proteina 2 de la superficie del amastigote (ASP-2 del inglés amastigote surface
protein). De manera relevante, tanto TSKB20 como PA8 muestran restricciéon a H-2Kb, uno de los
haplotipos del complejo mayor de histocompatibilidad tipo | presente en la cepa C57BL/6. En relacion a
estos conocimientos, construcciones proteicas conteniendo tetrdmeros de H-2Kb/péptido TSKB20 o
PA8 y conjugados a fluorocromos han sido utilizados para identificar a los LiT CD8+ especificos para el
parasito presentes en ratones C57BL/6 infectados[253]. Con el objetivo de estudiar los efectos de las
citoquinas de la familia de IL-17 sobre la respuesta citotdxica en la infeccidn con T. cruzi, se propuso
examinar la magnitud de la respuesta de LiT CD8+ especificos para el pardsito utilizando la metodologia
de tetrameros. Suspensiones celulares de distintos 6rganos y tejidos de animales WT e IL-17RA KO
infectados (dia 20 pi) se marcaron con anticuerpos y los tetrdmeros TSKB20 o PA8, y se analizaron por
citometria de flujo. Como se ilustra la figura 28A-C, los animales WT infectados presentaron un
porcentaje relativamente alto de LiT CD8+ especificos para TSKB20 (TSKB20/Kb+) en bazo, higado y
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Figura 28. Los ratones IL-17RA KO infectados con T. cruzi presentan reducida magnitud de linfocitos T CD8+ especificos.
Porcentaje de LiT CD8+ TSKB/Kb+ en A) bazo, B) higado y C) sangre de ratones WT e IL-17RA KO a los 20 dias luego de la
infeccion con T. cruzi. Los resultados que se muestran son representativos de cinco experimentos independientes. Los
graficos muestran un animal representativo de 5 por grupo. Los resultados mostrados pertenecen a un experimento
representativo de cuatro realizados en forma independiente.

sangre; mientras que sus contrapartes IL-17RA KO mostraron una reducida frecuencia de LiT
CD8+TSKB20/Kb+ en todos los drganos/tejidos evaluados. Por su parte, no se detectaron LiT CD8+
especificos para PA8 en ninguno de los casos (datos no mostrados). Considerando que las cepas de T.
cruzi generan patrones de inmunodominancia caracteristicos, se especula que probablemente los LiT
CD8+especificos para PA8 no se generaron o se expandieron débilmente luego de la infeccién con la
cepa Tulahuén. Estos resultados indicarian que esta cepa muestra un patrén de inmunodominancia de
la respuesta citotdxica diferente a la de la cepa Brazil donde originalmente se describieron los LiT CD8+
con esta especificidad [252]. Estos primeros resultados respecto de la respuesta citotoxica, sugirieron
que las citoquinas IL-17 son necesarias para el surgimiento de una respuesta T CD8+ especifica robusta,

necesaria para limitar las cantidades de parasito en tejido.

Con objetivo de profundizar estos conocimientos, se prosiguié a caracterizar la respuesta de LiT CD8+
especificos en la progresidn de la infeccidn. En suspensiones celulares de bazo de ratones WT e IL-17RA
KO a diferentes dias pi (0, 10, 13, 21, 31 y 90), se evalud el porcentaje y numero absoluto de LiT CD8+
TSKB20/Kb+. Como se observa en la figura 29A-B, los ratones WT mostraron una cinética de respuesta
T CD8+ especifica que siguid al patrdén tipico de respuesta definido para infecciones modelo como las
del virus de la linfocoriomeningitis murina (LCMV) vy la bacteria Listeria monocytogenes (revisado en
Doherty y Cristensen [254]). Acompafiando a la cinética de parasitemia, la frecuencia y nimero
absoluto de LiT CD8+ especificos para TSKB20, atravesaron las fases clasicamente definidas (activacion,
expansién y contraccion). Asi, hasta el dia 10 pi, periodo de tiempo en los cuales la infeccidn cursa con

parasitemia indetectable, se encontrd una nula o apenas detectable frecuencia de LiTCD8+ especificos
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para TSKB20. Este hallazgo es compatible con la fase de iniciacion de la respuesta donde ocurren los
fendmenos de presentacion antigénica y activacién clonal. Entre los dias 10 y 32 pi y coincidentemente
con los altos valores de parasitemia en sangre, se observé una fase de expansién clonal. Durante la
misma, se observd un marcado incremento de la frecuencia y numero absoluto de LITCD8+
TSKB20/Kb+. Finalmente, a partir del dia 32 y cuando la carga parasitaria estaba controlada, se observé
un comportamiento compatible con una fase de contraccién de la respuesta y generacién de memoria.
Esto fue evidenciado por la reduccién masiva del porcentaje de LiT CD8+ especificos para TSKB20 y el
mantenimiento de un pequefio porcentaje de estas células, posiblemente células de memoria, hasta

periodos avanzados de infeccion (dia 90 pi).

En contraste, los ratones IL-17RA KO mostraron un patron de respuesta diferente: Si bien hasta
alrededor del dia 14 pi la cantidad de LiT CD8+ especificos fue similar a las de sus controles WT, éstos
disminuyeron precipitadamente a partir del dia 14 pi (figuras 29A y B). Estos resultados demostraron
gue durante la infeccion la ausencia de IL-17RA no repercute en la iniciacion de la respuesta, pero si
compromete su expansion/sostenimiento. Asimismo, los animales IL-17RA KO presentaron disminuida
cantidad de LiT CD8+ totales al dia 21 de infeccién (figura 29C), sugiriendo que el fendmeno podria ser
extensivo a otras especificidades que en conjunto afectan significativamente la cantidad de LT CD8+

hacia el dia pico de la infeccidn.
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Figura 29. La ausencia de sefalizacion de las citoquinas IL-17 en la infeccidon con T. cruzi provoca la contraccién
prematura de la respuesta de linfocitos T CD8+. A) Porcentaje y B) nimero de LiT CD8+ TSKB20/Kb+, y C) nimero de LiT
CD8+ totales determinados en bazo de ratones WT (azul) e IL-17RA KO (rojo) a diferentes tiempos de infeccion con T. cruzi.
Los datos se muestran como media + DE, n=5-8 ratones por grupo. Los valores de p fueron calculados usando ANOVA de
dos vias seguido del Test de Bonferroni (** p < 0,01; *** p < 0,001). Los resultados son representativos de cinco
experimentos independientes.
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infectados, o en los mismos grupos pero a los 10, 20

y 30 dias pi. Luego de 18 h desde la transferencia, los animales fueron sacrificados, se determiné por

I”

citometria de flujo la frecuencia de células “blanco” (CFSE alto) y “control” (CFSE bajo) en bazo, y se
calculé el porcentaje de citotoxicidad o el indice de muerte de células “blanco”. Al dia 10 pi cuando la
frecuencia de LiT CD8+ especificos era similar entre ambas cepas (figuras 28 y 29), el porcentaje de
citotoxicidad de los animales IL-17RA KO infectados fue también similar al de los WT. En contraste, a
tiempos posteriores (dia 20 y 30 pi) cuando los animales IL-17RA KO presentaban reducida frecuencia
de LiT CD8+ especificos (figuras 28 y 29), mostraron al mismo tiempo una reducida capacidad citotdxica
(figura 30). Estos resultados indicaron que en la infeccion con T. cruzi la ausencia de IL-17RA no sélo

compromete a partir del dia 20 la magnitud de LiT CD8+ especificos pi, sino que, consecuentemente,

también disminuye su capacidad efectora in vivo.

Para determinar si estos hallazgos eran extensivos a la infeccién con otra cepa del T. cruzi y para otra
especificidad, se repitieron los mismos estudios pero ahora en animales infectados con la cepa Y. Es
relevante mencionar que esta Ultima presenta caracteristicas diferentes a la cepa Tulahuén: es menos

virulenta, cursa con cinéticas de parasitemia y respuestas T CD8+ especificas demoradas, y genera
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inmunodominancia para PA8 [126, 253]. En consecuencia, cuando se utilizdé esta cepa de ratones la
infeccion se efectud con mds parasitos, los estudios se realizaron a tiempos mas avanzados de
infeccion, y los LiT CD8+ se evaluaron con tetrameros PA8/Kb. Entonces, animales WT e IL-17RA KO
fueron inoculados con 10.000 tripomastigotes de la cepa Y, y estudiados al dia 28 pi. En bazo e higado
de estos animales, se evaluaron tanto la carga parasitaria, como las frecuencias de LiT CD8+ especificos
para PA8 y su capacidad citotdxica in vivo. De manera similar a los resultados encontrados para TSKB20
en experimentos que utilizaron la cepa Tulahuén, los ratones IL-17RA KO infectados con la cepa Y
presentaron mayor carga parasitaria en tejido (figura 31A) y menor frecuencia de LiT CD8+ especificos
para PA8 que los animales WT (figura 31 B). Ademas, y de acuerdo con la menor frecuencia de LiT CD8+
especificos, la citotoxicidad in vivo de células pulsadas con PA8 fue menor en animales IL-17RA KO que

en su contraparte WT (figura 31C).

En conjunto estos resultados indicaron que durante la infeccién con T. cruzi la sefializacién a través de
IL-17RA es requerida para sostener la magnitud de la respuesta de LiT CD8+ especificos para el parasito

y una eficiente respuesta citotdxica in vivo.

A B 10+ *p=0,0207 C 80

*p=0,0352

ADN satélite T.cruzi
(rexpresion relativa)
% Células T CD8+PA8+
(gate en células T CD8+)
% Muerte

KO

Bazo Higado

Figura 31. Los animales IL-17RA KO infectados con la cepa Y de T. cruzi exhiben una reducida magnitud de linfocitos T
CD8+ especificos. Ratones WT (azul) e IL-17RA KO (rojo) inoculados con 10.000 tripomastigotes de la cepa Y de T. cruziy
analizados al dia 28 post- infeccion. A) Cantidad de ADN satélite de T. cruzi relativa a GAPDH determinada en bazo e
higado. B) Porcentaje de LiT CD8+ PA8/Kb+ en suspensiones celulares de bazo. Los resultados en A-B) se muestran como el
valor promedio obtenido de 5 ratones + DE. Los valores de p fueron calculados con test-T de dos colas. Los datos son
representativos de dos experimentos independientes. C) Actividad citotoxica in vivo frente a células blanco pulsadas con
PA8. Los resultados son expresados como la media del indice de muerte de células “blanco” (células pulsadas con el
péptido PA8) + DE, n=4 ratones/grupo. Los valores de p fueron calculados utilizando test-T de dos colas. Los datos son
representativos de dos experimentos independientes.
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IL-17RA promueve el mantenimiento de los linfocitos T CD8+ activados durante la infecciéon con T.

cruzi a través de un mecanismo de senalizacion intrinseco

Se ha reportado que IL-17RA se expresa de forma ubicua en diversas poblaciones celulares y presenta
niveles particularmente altos en tejidos hematopoyéticos [162]. Particularmente, se ha descripto que
los LiT CD8+ expresan constitutivamente IL-17RA y también que, citoquinas implicadas en el desarrollo
de LiT CD8+ (tales como IL-21) inducen la expresién de dicho receptor (revisado en Gaffen [147]). En
este contexto, se planted la posibilidad de que los fendmenos observados durante la infeccidén en
animales IL-17RA involucraran un mecanismo intrinseco a los LiT CD8+; es decir, dependientes de la
expresion y sefalizacién de IL-17RA en los mismos LiT CD8+. Con el objetivo de explorar esta
alternativa, se determiné mediante PCR cuantitativa la cantidad de ARNm que codifica para IL-17RA en
tejido total o diferentes poblaciones celulares (LiT CD8-: CD3+CD8- y LiT CD8+: CD3+CD8-) purificadas
por cell sorting del bazo de ratones WT no infectados o infectados con T. cruzi (dia 20 pi). De acuerdo
con los datos publicados, se detecté ARNm para IL-17RA en tejido total, asi como en células CD3+CD8-
y CD3+CD8+ de bazo de ratones no infectados (figura 32A). Ademas, la infeccidn con T. cruzi indujo un
incremento significativo de IL-17RA (figura 32A) en todos los casos analizados y particularmente en los
LiT CD8+. Para corroborar que aquello observado a nivel de expresién génica tuviera su correlato a
nivel proteico, se cuantificdé a IL-17RA por citometria de flujo. Suspensiones celulares de bazo de
ratones WT no infectados o al dia 22 pi fueron estudiadas por citometria de flujo para evaluar la
expresion de IL-17RA en poblaciones definidas por diversos marcadores de superficie. De similar forma
que lo observado a nivel de ARN, los LiT CD8+ totales expresaron IL-17RA de forma basal y la infeccion
incrementod dicha expresidon. Tomando en consideracién que muchos de los fenédmenos que involucran
a la biologia de los LiT CD8+ cambian sustancialmente en relacidn a su estado de activacién, se analizé
la expresion de IL-17RA en subpoblaciones celulares. La activacién de los LT desencadena
modificaciones funcionales y fenotipicas que resultan en la diferenciacién de tres subpoblaciones:
naive o virgenes (que no contactaron con el antigeno), efectoras (que contactaron con el antigeno y
poseen alta capacidad efectora pero baja capacidad de proliferacién); y de memoria central (que
contactaron con el antigeno y adquirieron algunas capacidades efectoras y alta capacidad de auto-
renovacion). Estas tres subpoblaciones son identificadas en raton en base a la expresion de los

marcadores CD62L y CD44: las células naive presentan un fenotipo CD62L*"°CD44%°; |as que tienen un
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Figura 32. La infeccion con T. cruzi induce la expresion de IL-17RA en los linfocitos T CD8+. A) Cantidades ARNm que
codifica para IL-17RA determinadas por PCR cuantitativa en bazo y esplenocitos CD8+CD3+ y CD8- provenientes de ratones
no infectados (blanco) o de ratones infectados con T. cruzi, al dia 15 pi (violeta). Las cantidades de ARN 18S se utilizaron
para la normalizacién. Los datos se muestran como media + DE, n = 3. La estadistica se determind con test-T de dos colas
(***p<0.001). B) Expresion de IL-17RA determinada por citometria de flujo en LiT CD8+ totales, virgenes o naive
(CD62L+CD44-), memoria (CD62L+CD44+) Y efectores (CD62L-CD44+) provenienteS de ratones no infectados (blanco) o de
ratones infectados con T. cruzi al dia 22 pi (violeta). Las diferencias de expresion de IL-17RA entre las distintas
subpoblaciones T CD8+ de animales infectados fue calculada con test-T de dos colas apareado (***p<0.001, **p=0.0010,
ns= no significativo). Los resultados en A-B son representativos de dos experimentos independientes.

perfil efector/activado expresan CD62L°¥°CD44°"°; y las células de memoria se caracterizan por ser
CD62L2"°CD44°" [255]. Los resultados de la figura 32B evidencian que, si bien todas las subpoblaciones
de LiT CD8+ expresan IL-17RA de forma basal, el aumento suscitado por la infeccidn acontece en las
células efectoras y particularmente de memoria. Estos datos indicarian que las citoquinas de la familia
IL-17 pueden regular directamente a los LiT CD8+ y que su potencial efecto durante la infecciéon con T.

cruzi seria mas pronunciado en LiT CD8+ efectores y de memoria.

En segundo lugar y con motivo de evaluar cdmo la sefializacidon de IL-17RA intrinseca a los LiT CD8+
totales impactaba en la respuesta frente a la infeccidn con T. cruzi, se realizaron distintos ensayos de
transferencia adoptiva. De forma convencional para estos experimentos, se tomd ventaja de la
existencia de cepas congénicas, las cuales expresan CD45.1 y CD45.2 como marcadores genéticos que
no confieren caracteristicas distintivas a las células que los expresan pero permiten identificar el origen
celular por citometria de flujo. En un primer ensayo, LiT CD8+ totales fueron purificados por seleccidn
negativa con perlas magnéticas del bazo de ratones WT no infectados que expresaban el marcador
CD45.1. Estas células fueron inyectadas de forma endovenosa en hospedadores WT e IL-17RA KO que
expresaban el marcador CD45.2 (figura 33A). De manera simultdnea a la transferencia, los ratones

hospedadores fueron infectados con T. cruzi. Luego de 20 dias de infeccién se evalué por citometria de
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flujo, la proporcidn de LiT transferidos identificadas por la expresion de CD45.1 dentro del conjunto de
LiT CD8+ totales y especificos para TSKB20. En bazo de los ratones WT infectados, los LiT CD8+ WT
exdégenos (CD45.1+) representaron alrededor del 8% de los LiT CD8+ totales y cerca del 30% de los
especificos (figura 33B, C). Por otro lado, la contribucion de los LiT CD8+ exdgenos (WT CD45.1+) en el
hospedador IL-17RA KO infectado fue significativamente mayor, llegando a conformar alrededor del
12% de Los LiT CD8+ totales y 60% de los especificos. Resultados similares fueron obtenidos también
en sangre de estos ratones (figura 33C). De este modo, estos resultados evidenciaron que los LiT CD8+
inyectados se encuentran mayormente representados en los hospedadores IL-17RA KO infectados,
donde los LiT CD8+ enddgenos carecen de la expresidon de IL-17RA. Estos hallazgos sugirieron que la
sefializacidn intrinseca de IL-17RA en el Li TCD8+ durante la infeccién con T. cruzi confiere ventajas en

la sobrevida o proliferacién

Sin embargo, como en estos experimentos la transferencia se efectud en hospedadores distintos, era
posible que otras condiciones como los niveles de citoquinas pro-inflamatorias o el parasitismo tisular
operaran sobre los LiT CD8+ transferidos y condicionaran su expansion/acumulacién. Por ello, se
disefié un segundo ensayo de transferencia adoptiva, en este caso competitivo, que consistié en la
inyeccion de LiT CD8+ WT e IL-17RA KO en el mismo hospedador. Entonces, se transfirieron de manera
conjunta cantidades iguales de LiT CD8+ WT (CD45.1+) y LiT CD8+ IL-17RA KO (CD45.2+) en ratones
hospedadores WT F1 CD45.1+/CD45.2+ (nacidos de la primera cruza de ratones WT CD45.1 y WT
CD45.2); e inmediatamente después se infectaron con T. cruzi. Luego de 20 dias de infeccidn, se
examino la contribucidn de las células exdgenas a la poblacion total de LiT CD8+ (figura 33D). Como era
de esperarse, los LiT CD8+ enddgenos, caracterizadas como CD45.1+CD45.2+ dominaron la respuesta
de LiT CD8+ (figura 33E). Sin embargo, en la pequeia poblacién exdégena que respondid a la infeccién
(identificada por la expresién simple positiva de CD45.1 o CD45.2), la frecuencia de células WT CD45.1+
fue mayor a la frecuencia de células IL-17RA KO CD45.2+ en todos los érganos examinados, a saber:

bazo, sangre (figura 33E) e higado (datos no mostrados).
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Figura 33. Los LiT CD8+ que expresan IL-17RA se acumulan preferencialmente durante la infeccion con T. cruzi. A-C)
Transferencia adoptiva de LiT CD8+ purificados de ratones WT congénicos CD45.1 en hospedadores CD45.2 WT e IL-17RA
KO, seguida de la infeccidon inmediata con T. cruzi. A) Esquema experimental. B) Porcentaje de LiT CD8+ totales y especificos
para TSKB20 y (al interior de los mismos), frecuencia de células exdgenas CD45.1, en el bazo de ratones hospedadores WT
(arriba) y KO (abajo), al dia 20 pi. En cada grupo se muestran graficos de un animal representativo de 5. C) Porcentaje de
células inyectadas CD45.1+ en las poblaciones indicadas, en bazo y sangre de ratones hospedadores WT (azul) e IL-17RA KO
(rojo). Se muestra el promedio + DE, de 4 ratones por grupo. Los valores de p fueron calculados con Test-T de dos colas. Los
resultados en B-C son representativos de dos experimentos independientes. D-E) Transferencia adoptiva de igual nimero
de LiT CD8+ purificados de ratones WT CD45.1 y ratones IL-17RA KO CD45.2 en ratones receptores F1 CD45.1/CD45.2 WT,
seguido de la infeccidén con T. cruzi. D) Esquema experimental E) Porcentaje de LiT CD8+ totales y frecuencia de células
CD45.1+ y CD45.2+ en la poblacion T CD8+ de bazo (izquierda) y sangre (derecha) de ratones receptores después de 20 dias
de la infeccién. Se muestran graficos de un animal representativo de 5. Los resultados son representativos de dos
experimentos independientes. F-G) Transferencia adoptiva de igual nUmero de LiT CD8+ purificados de ratones WT CD45.1
y ratones IL-17RA KO CD45.2 en ratones receptores CD8-/-, seguido de la infeccidn con T. cruzi. F) Esquema experimental.
G) Porcentaje de LiT CD8+ totales y frecuencia de células CD45.1+ y CD45.2+ en la poblacién T CD8+ de bazo (izquierda) y
sangre (derecha) en los ratones receptores después de 15 dias de la infeccion. Se muestran graficos de un animal
representativo de 3Los resultados son representativos de dos experimentos independientes.
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Finalmente, se disefié un tercer experimento de transferencia para descartar la posibilidad de que las
células enddgenas, que constituian la poblacién mayoritaria en los dos experimentos anteriores,
estuviesen influenciando la expansion/sostenimiento diferencial de las células exdgenas. El mismo
consistido también en un ensayo competitivo donde los LiT CD8+ WT (CD45.1) e IL-17RA KO (CD45.2)
fueron transferidos conjuntamente en iguales cantidades en un hospedador deficiente en CD8a
(CD8-/-), que carecia de la poblacidn de LiT CD8+ enddgenos. Una salvedad a tener en cuenta es que
los estudios en estos animales se hicieron al dia 15 pi debido a que su extrema susceptibilidad [126],
incluso luego de la transferencia de LiT CD8+ exdgenos, impidieron estudios a tiempos posteriores
(figura 33F). Entonces, las frecuencias de LT CD8+ WT (CD45.1) e IL-17RA KO (CD45.2) fueron
evaluadas en suspensiones celulares de bazo, higado y sangre por citometria de flujo. Como se observa
en la figura 33G la frecuencia de LiT CD8+ WT fue mayor a la frecuencia de los LiT CD8+ deficientes en

IL-17RA, en todos los érganos estudiados.

En conjunto, estos hallazgos indicaron que en contexto de la infecciéon con T. cruzi, las citoquinas que
sefializan a través de IL-17RA actuan directamente sobre la célula T CD8+ (a través de un mecanismo
intrinseco) favoreciendo su expansién y/o sobrevida. Es importante mencionar que en estos
experimentos los analisis se limitaron a establecer la frecuencia de LiT CD8+ totales y no avanzaron en
la caracterizacién de los LiT CD8+ especificos para TSKB20, debido a que el numero de células

transferidas era muy reducido para hacer este tipo de determinaciones.

La seinalizacion a través de IL-17RA durante la infeccidn con T. cruzi sostiene la sobrevida de los

linfocitos T CD8+ totales y especificos

La disminucion en la frecuencia de LiT se manifiesta usualmente como consecuencia de una reducida
proliferacion o bien de una disminuida viabilidad celular [120]. Teniendo en cuenta que tanto una
como otra, e incluso ambas opciones en simultdneo, eran factibles en el caso de la reducida magnitud
de respuesta de LiT CD8+ de animales IL-17RA KO; se realizaron experimentos orientados a dilucidar

cual de ellas estaba involucrada.
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Para evaluar si en los animales IL-17RA KO estaba comprometida la proliferacién o expansion de los LiT
CD8+ durante la infeccidn con T. cruzi, se realizaron experimentos in vivo de incorporaciéon de Bromo-
Deoxi-Uridina (BrDU). Cinco dias previos a su analisis, se suministré BrDU (un analogo halogenado de la
timidina) a animales WT e IL-17RA KO infectados. De esta forma, las células que proliferaron durante
ese tiempo, sintetizaron ADN e incorporaron consecuentemente BrDU. El porcentaje de células BrDU+
se determind por citometria de flujo en suspensiones celulares de bazo de ambos grupos de animales
infectados a los 10 y 20 dias de infeccién, periodos que preceden y suceden a la precipitada reduccion
del nimero de LiT CD8+ especificos en ratones IL-17RA KO infectados. Luego de 10 dias de infeccidn, se
observé una limitada incorporacién de BrdU en los LiT CD8+ de ratones WT como IL-17RA KO
infectados, y la frecuencia de células BrdU+ dentro de la poblacién de LiT CD8+ totales y especificos
para TSKB20 no mostré diferencias significativas entre ambos grupos de ratones (figura 34). En cambio,
al dia 20 pi, todos los animales presentaron mayor frecuencia de células en proliferacién.
Sorprendentemente, los LiT CD8+ totales y especificos para TSKB20 de ratones IL-17RA KO infectados,
mostraron un porcentaje ligeramente mayor de células BrDU+ que sus contrapartes WT (figura 34). En
lo que respecta a estos estudios, los resultados aqui obtenidos indicaron que la ausencia de IL-17RA no

compromete la expansion de los LiT CD8+ totales ni especificos para TSKB20 durante la infeccién con T.

cruzi.
CD8 Totales TSKB20/Kb+ CD8 Totales TSKB20/Kb+
WT-N
A —_WT-I
- KO-I
d10 pi d20 pi
0,74 3,99 41,0 47,8
3,51 3,95 54,4 63,8
BrDU

Figura 34. La ausencia de IL-17RA no compromete la proliferacion de LiT CD8+ en la infeccion con T. cruzi. Tincidn con
BrDU de LiT CD8+ totales y TSKB20/Kb+ de bazo de ratones WT (azul) e IL-17RA KO (rojo) a los dias 10 pi (Izquierda) y 20 pi
(derecha) con T. cruzi. El histograma gris muestra la tincion en LiT CD8+ de ratones WT no infectados. Los histogramas
mostrados corresponden a un pool de 5 ratones por grupo. Los resultados son representativos de dos experimentos
independientes.
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Se prosiguid a evaluar entonces el posible papel de la sefalizacién a través de IL-17RA en el
mantenimiento o sobrevida de los LiT CD8+. En primer lugar, la viabilidad celular fue estudiada a través
de la determinacidn de apoptosis en esplenocitos de animales WT e IL-17RA KO infectados (dia 10 y 20
pi) mediante la tincién con anexina V y el colorante 7-amino-actinomicina D (7-AAD). Las células en
apoptosis se determinaron como aquellas que unieron anexina V dentro de la poblacidon que excluyé
7-AAD (que incluia a todas las células excepto las necréticas). Los ratones IL-17RA KO infectados
presentaron un porcentaje significativamente mayor de apoptosis en LiT CD8+ especificos para TSKB20
que sus contrapartes WT, tanto a tiempos tempranos de infeccién (dia 10 pi) como en momentos
posteriores donde el fenédmeno fue incluso mas pronunciado (figuras 35A y B). Asi mismo, los LiT CD8+
totales de ratones IL-17RA KO infectados también mostraron un mayor porcentaje de apoptosis pero
recién a los 20 dias de infeccion. Con objetivo de reforzar estos hallazgos, se estudid la viabilidad
celular a través de ensayos que determinaron el potencial de membrana mitocondrial. Para ello se

utilizé el compuesto fluorescente éster etilico tetrametilrodamina (TMRE), que se acumula en
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Figura 35. Los LiT CD8+ de animales IL-17RA KO infectados con T. cruzi muestran incrementada apoptosis. A) Tincion con
anexina V de LiT CD8+ totales y TSKB20/Kb+ en un gate 7AAD- en suspensiones celulares de bazo de ratones WT (azul) e IL-
17RA KO (rojo) a los dias 10 (arriba) y 20 (abajo) pi con T. cruzi. El histograma gris muestra la tincidn en LiT CD8+ de ratones
WT no infectados. Los nimeros indican el % de Anexina V+ vy el color es indicativo del grupo. B) Analisis estadistico de los
datos obtenidos en A. Los datos se presentan como media + DE, n = 5 ratones, los valores de p fueron calculados con test-T
de dos colas. C) Tincién con TMRE de LiT CD8+ totales y TSKB20/Kb+ de suspensiones celulares bazo de ratones WT (azul) e
IL-17RA KO (rojo) a los dias 10 (arriba) y 20 (abajo) pi con T. cruzi. El analisis se realizé excluyendo previamente las células
muertas (nula expresion de TMRE). El histograma gris muestra la tincidon en LiT CD8+ de ratones WT no infectados. Los
numeros indican el % de TMRE-bajo y el color es indicativo del grupo. D) Andlisis estadistico de los datos obtenidos en C.
Los datos se presentan como media + DE, n = 5 ratones, los valores de p fueron calculados con test-T de dos colas. Los
resultados A-B y C-D son representativos de tres y dos experimentos independientes.
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mitocondrias de las células viables que mantienen su potencial de membrana (TMRE+) pero no asi en
células apoptodticas o necréticas (TMREbajo o TMRE-). Suspensiones celulares de bazo de ratones WT e
IL-17RA KO a los 10 y 20 dias pi, previamente tefiidas con anticuerpos anti-CD8 y TSKB20/Kb, fueron
incubadas con TMRE y analizadas por citometria de flujo. Tras la exclusion de las células con nula
capacidad de secuestrar TMRE (TMRE-), se identificaron como apoptdticas a las células que mostraron
débil marca del mismo (TMRE"°). En ambos tiempos de infeccién analizados, los LiT CD8+ totales y
especificos para TSKB20 de ratones IL-17RA KO exhibieron mayor porcentaje de células apoptdticas o
TMREP™° (figuras 35C y D). En resumen, estos resultados demostraron que durante la infeccién con T.
cruzi la ausencia de IL-17RA promueve una prematura y masiva muerte celular programada de los LiT
CD8+ totales y particularmente de los especificos, lo que provoca la contraccién prematura de la

respuesta citotdxica.

Considerando estos resultados y aquellos que mostraron que las citoquinas de la familia IL-17 ejercian
un efecto directo sobre IL-17RA de los LiT CD8+, se propuso evaluar el efecto de IL-17 en la sobrevida
de LiT CD8+ activados in vitro. Se destaca que estos primeros estudios se focalizaron en IL-17A, como la
citoquina mas caracterizada de la familia, conocida por su participacion en muchos fendmenos
inmunoldgicos de distinto tipo (infecciones, patologias autoinmunes, entre otros). Ademas, se utilizé

IL-21, citoquina que induce la sobrevida de LiT CD8+ [256], como control positivo. Entonces, se
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Figura 36. La presencia de IL-17A en los cultivos disminuye la apoptosis de linfocitos T CD8+ activados in vitro. Tincién
con anexina V de LiT CD8+ totales purificados con perlas magnéticas por selecciéon negativa de bazo de ratones WT no
infectados, cultivadas durante 48 h con aCD3/aCD28 en presencia o ausencia IL-17A recombinante (100ng/mL [187]) y/o IL-
21 (50ng/mL [257]). A) Unidn de Anexina V en suspensiones de células que excluyen 7AAD (no necroticas). Histogramas
representativos de 3 pooles de 3 ratones cada uno. B) Analisis estadistico de los datos obtenidos en A. Los valores que se
muestran se encuentran normalizados respecto al cultivo con medio. Los valores de p fueron calculados con test-T
apareado de dos colas. Los resultados A-B son representativos de dos experimentos independientes.

84



Resultados Il

purificaron con perlas magnéticas LiT CD8+ de bazo de ratones WT no infectados y se los cultivd
durante 24 h con anti-CD3 y anti-CD28, en ausencia o presencia de IL-17A y/o IL-21 recombinante. La
apoptosis de las células fue posteriormente evaluada con anexina V y 7-AAD. Como se aprecia en la
figura 36, la presencia de IL-17A recombinante en los cultivos disminuyd significativamente el
porcentaje de apoptosis de los LiT CD8+ activados (figura 36A y B). Cabe destacar que la reduccién de
la apoptosis desencadenada por IL-17A fue similar a la acontecida en los cultivos con IL-21, y que la
presencia de ambas citoquinas mostré un efecto ain mas pronunciado. Estos resultados permitieron
aproximar que IL-17A, independientemente de la infeccidn con T. cruzi, esta involucrada directamente
en el sostenimiento de la sobrevida de LiT CD8+ y podria actuar de forma sinérgica con IL-21. Los
resultados aqui obtenidos, aunque muy preliminares, disparan muchos interrogantes que incluso
exceden a la infeccidn con T. cruzi y son actualmente un campo activo de investigacion del grupo de

trabajo.

En conjunto, los resultados mostrados en esta seccidon indican que citoquinas IL-17 sostienen la
frecuencia de LiT CD8+ en contexto de la infeccidén T. cruzi, regulando directamente la sobrevida de los
mismos mas que su expansion. El rol de IL-17RA en las distintas subpoblaciones de LiT CD8+ durante la
infeccion y el efecto de IL-17A sobre las sefiales intracelulares que sostienen la sobrevida de los LiT

CD8+ no infectados activados in vitro, requiere de estudios mas profundos y especificos.

Las citoquinas de la familia IL-17 influencian la activacion y diferenciacion de los linfocitos T CD8 +

durante la infeccion con T. cruzi

Se ha propuesto que la regulacion de la diferenciacién de LiT CD8+ entre efectores de corta vida y
memoria de larga vida seria un mecanismo natural para modular la contracciéon de la respuesta
citotdxica y, por consiguiente, su magnitud y persistencia [258, 259]. Ademas, algunos reportes dan
cuenta que en contextos altamente inflamatorios y con el objetivo de responder rapidamente a la
injuria, se potencia la diferenciacién de LiT CD8+ a efectores de corta vida; mientras que al mismo
tiempo se compromete la aparicién de precursores de memoria capaces de sostener una respuesta
inmune de larga vida [260-263]. Teniendo en cuenta que ratones IL-17RA KO infectados presentan de

manera caracteristica mayor inflamacién que ratones WT, se propuso determinar si la ausencia de
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sefializacion a través de IL-17RA acelera la contraccion de la respuesta T CD8+ antigeno especifica

mediante la induccién preferencial de un perfil efector de corta vida.

En primer lugar se estudid la expresion de distintas moléculas de superficie que caracterizan la
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Figura 37. La deficiencia de IL-17RA durante la infeccién con T. cruzi altera la activacion y diferenciacién de linfocitos T
CD8+. Ratones WT e IL-17RA KO fueron infectados con T. cruzi y 20 dias después se sacrificaron y purificaron esplenocitos
totales. A los mismos se les realizéd una tincidon ex vivo con anticuerpos anti-CD8, tetramero TSKB20/Kb y anticuerpos
especificos indicados debajo de cada gréfico o histograma. Ratones WT no infectados (WT- NI) e IL-17RA KO no infectados
(KO- N) se utilizaron como controles. A) Grafico representativo de la expresién de CD44 y CD62L en LiT CD8+ totales y
TSKB20/Kb+ en los diferentes grupos experimentales. B) Histogramas representativos y C) andlisis estadistico de la media
geométrica de expresidon de marcadores de activacion en el total de linfocitos T CD8+ (izquierda) o en los especificos para
TSKB20 (derecha) en los diferentes grupos experimentales. D) Histogramas representativos y E) analisis estadistico de la
media geométrica de expresién de marcadores de diferenciacidn en el total de LiT CD8+ (izquierda) o en los especificos
para TSKB20 (derecha) en los diferentes grupos experimentales. Los datos en Cy E se presentan como media * desviacion
estandar, n24. Los valores de p fueron calculados con Test-T de dos colas. Datos en A-E son representativos de al menos
tres experimentos independientes.
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activacion celular. Para ello células de bazo de ratones WT e IL-17RA KO al dia 20 pi fueron analizadas
por citometria de flujo. La mayoria de los LiT CD8+ totales y especificos para TSKB20 de ratones WT
mostraron una expresién de CD62L°°CD44°", compatible con un fenotipo efector/activado (figura
37A). Mientras tanto, los LiT CD8+ totales y especificos para TSKB20 de ratones IL-17RA KO mostraron
con mayor frecuencia un fenotipo naive caracterizado por CD62L*"°CD44° (figura 37A). A pesar de
estos hallazgos, LiT CD8+ de animales IL-17RA KO presentaron un incremento significativo y uniforme
en la expresién de otros marcadores de activaciéon prototipicos tales como CD69, CD25 y CD11c, en

comparacién con LiT CD8+ de ratones WT (figuras 37By C).

En segundo lugar, para definir especificamente si los LiT CD8+ de ratones IL-17RA KO y WT infectados
mostraban un fenotipo de células efectoras de corta vida o de precursores de células de memoria, se
evalud la expresion de distintos marcadores que, de acuerdo a la literatura, se utilizan para definir
estas poblaciones, como son: KLRG-1, CD127 y CD122. De acuerdo con reportes previos [130, 264], los
LiT totales y especificos para TSBK20 de bazo de ratones WT a los 20 dias de infeccién mostraron un
fenotipo efector que se caracterizd por la alta expresion del marcador KLRG-1 y la baja expresion de los
marcadores CD127 y CD122: KLRG-1*"°CD127°¥°CD122°%° (figuras 37D y E). En contraste, los LiT CD8+
de ratones IL-17RA KO infectados, mostraron menor expresiéon de KLRG-1 y mayor expresion de CD127

y CD122, fenotipo compatible con el de células precursoras de memoria.

En perspectiva, estos resultados indicaron que, si bien la sefalizacion a través de IL-17RA no interviene
en la capacidad de activacion de los LiT CD8+ durante la infeccidn con T. cruzi, si imprime

caracteristicas fenotipicas especificas en los LiT CD8+ que se diferencian en el contexto de la infeccién.

La seiializacion a través de IL-17RA durante la infeccidn con T. cruzi previene el agotamiento de los

linfocitos T CD8+.

Para dilucidar si las caracteristicas fenotipicas distintivas de los LiT CD8+ desarrolladas en ausencia de
IL-17RA correlacionaban con alteraciones en la funcionalidad, se compard la capacidad efectora in vitro
de los LiT CD8+ de ratones IL-17RA KO infectados con la de su contraparte WT. La funcidn efectora de
los LiT CD8+ clasicamente se determina evaluando la expresién de CD107a (una molécula se expresa en

la membrana celular luego la degranulacién), y la produccién intracelular de citoquinas que acontece
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en respuesta a distintos estimulos (el antigeno especifico y/o mitégenos). Ademas, se considera que la
respuesta efectora es robusta si es polifuncional, es decir si los LiT CD8+ son capaces de responder al
estimulo secretando sus granulos liticos (expresando CD107a), y produciendo simultdaneamente una o
ambas citoquinas (generalmente IFN-y y/o TNF). Para evaluar la funcién de los LiT CD8+, los
esplenocitos obtenidos de animales WT e IL-17RA KO al dia 20 de infeccién fueron cultivados durante 5
h en presencia de monensina y anticuerpo anti-CD107a en ausencia de estimulo, o estimulados con el
péptido parasitario TSKB20, o PMA/lonomicina. Luego del cultivo se determind por citometria de flujo
la expresidn de superficie de CD107a e intracelular de IFN-y y TNF. Como puede observarse en la figura
38A, respecto de la condicidon basal, los esplenocitos WT estimulados con TSKB20 mostraron un mayor
porcentaje de LiT CD8+ polifuncionales (que expresaron CD107a en superficie y produjeron IFN-y y/o
TNF). Si bien la magnitud de respuesta T CD8+ frente al péptido fue baja, resultd significativa respecto
a los cultivos no estimulados y se mostré compatible con la frecuencia de LiT CD8+ especificos para
TSKB20 detectada anteriormente mediante tetrdmeros (figura 28 y 29). Considerando que los animales
IL-17RA KO mostraron menor frecuencia de LiT CD8+ especificos (figura 28 y 29), se esperaba
encontrar una menor respuesta efectora frente a TSKB20. Sin embargo, los LiT CD8+ de animales IL-

17RA KO no respondieron en absoluto a la presencia del estimulo especifico: Respecto de la condicién
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Figura 38. La funcionalidad de los linfocitos CD8+ se encuentra disminuida en animales IL-17RA KO infectados con T.
cruzi. A) Porcentaje de LiT CD8+ de bazo de ratones WT (izquierda) e IL-17RA KO (derecha) infectado (dia 20 pi) con T. cruzi
(Tulahuén) que expresan CD107a, IFN-y y/o TNF frente a los estimulos indicados. Se muestra la media + DE, n =5 ratones
por grupo. Valores de p fueron calculados con Test-T de dos colas (ns: no significativo, * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001).
B) Porcentaje de LiT CD8+ de bazo de ratones WT (izquierda) e IL-17RA KO (derecha) infectado (dia 20 pi) con T. cruzi (cepa
Y) que expresan CD107a, IFN-y y/o TNF frente a los estimulos indicados Se muestra la media + DE, n =5 ratones por grupo.
Valores de p fueron calculados con Test-T de dos colas (ns: no significativo, * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001). Los
resultados en Ay B son representativos de tres y dos experimentos independientes.
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basal, los esplenocitos IL-17RA KO estimulados con TSKB20 fueron incapaces de incrementar la
movilizacién de CD107a y produccién de IFN-y y/o TNF. Ademas, si bien frente al estimulo mitogénico
se detectaron LiT CD8+ polifuncionales en los ratones IL-17RA KO infectados, la magnitud de esta
respuesta fue menor que la observada en sus homélogos WT (figura 38A). Los resultados descriptos
sugirieron que las citoquinas de la familia IL-17 en la infeccidn con T. cruzi, ademas de sostener la
frecuencia de los LiT CD8+ especificos para TSKB20, son importantes para propiciar una adecuada
funcionalidad en respuesta al antigeno. Con el objetivo de probar que el fendmeno no se circunscribia
a una cepay a un antigeno en particular, se realizaron estudios semejantes en ratones infectados con
la cepa Y de T. cruzi, pero ahora al dia 28 pi. De forma similar a lo descripto con la cepa Tulahuén, se
observé que los LiT CD8+ esplénicos de IL-17RA KO mostraron menor respuesta efectora polifuncional
frente al péptido PA8 y al estimulo mitogénico que sus contrapartes WT (figura 38B). Estos resultados
sugieren que el compromiso de la respuesta efectora en LiT CD8+ en ausencia de IL-17RA no depende

de la cepa de parasitos o el antigeno evaluado.

Estudios recientes han establecido que en contextos de persistente exposicidn a antigenos o sostenida
inflamacidn, los LiT CD8+ sufren una dramatica alteracién del perfil de activacion que las condiciona a
un estado de disfuncidén celular denominado agotamiento celular. Como se ha desarrollado en la
introduccién, esta condicidn se manifiesta en la pérdida progresiva y paulatina de las funciones
efectoras; asi como en una alta susceptibilidad a la apoptosis, incrementada y sostenida expresion de
multiples receptores inhibitorios, expresidon alterada de factores de transcripcidn, y trastornos
metabdlicos, entre otros [132, 265]. En tal sentido era posible que el perfil de activacion distintivo, la
mayor apoptosis y los fuertes indicios de disfuncionalidad que mostraron los LiT CD8+ de los ratones IL-
17RA KO durante la infeccién, se correspondieran con este perfil de activacién alterado o estado
agotado. Para evaluar esta hipdtesis, se propuso analizar en los LiT CD8+ totales y especificos
desarrollados en ausencia de IL-17RA, la expresién de receptores inhibitorios y de muerte. A tal fin, se
evalud por citometria de flujo la expresién de los receptores inhibitorios PD1, TIM3, 2B4 y CTLA-4 y del
receptor asociado a muerte CD95/Fas en los LiT CD8+ totales y especificos para TSKB20 de ratones WT
e IL-17RA infectados con T. cruzi al dia 20 pi o controles no infectados. En comparacién con los LiT
CD8+ de ratones no infectados, los LiT CD8+ totales y especificos para TSKB20 de origen WT

presentaron un ligero incremento en la expresidon de PD1, 2B4 y TIM3 (figura 39A). En contraste, los LiT
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Figura 39. Los linfocitos T CD8+ de animales IL-17RA KO infectados con T. cruzi muestran un perfil fenotipico compatible
agotamiento celular. Expresion de A) receptores inhibitorios y B) receptores de muerte en LiT CD8+ totales (izquierda) y
TSKB20/ Kb+ (derecha) de bazo de ratones WT (izquierda) e IL-17RA KO (derecha) a los 20 dias de infeccién con la cepa
Tulahuén de T. cruzi. Los datos en el analisis estadistico se presentan como media * desviacidon estandar, n>4. Valores de p
fueron calculados con test-T de dos colas. Los resultados en A-B son representativos de al menos cuatro experimentos
independientes.

CD8+ totales y especificos de los ratones IL-17RA KO infectados mostraron mayor expresion de todos
los receptores inhibitorios evaluados. Ademads, estas células presentaron un fenotipo propenso a
apoptosis caracterizado por la expresion de altos niveles de CD95/Fas (figura 39B). Asi, la sefializacion a
través de IL-17RA durante la infeccion con T. cruzi previene el agotamiento de los LiT CD8+ del

agotamiento celular.

Aunque se ha propuesto que citoquinas, en particular IL-21, regulan el proceso de agotamiento celular
[121], se considera que la gran cantidad de antigeno y la persistente activaciéon antigénica son los
factores que de modo mas importante condicionan al estado de agotamiento de LiT CD8+. Atendiendo
a que ratones IL-17RA KO tienen mayor carga antigénica (figuras 13B, C y D), se propuso estudiar el
comportamiento de los LITCD8+ en contexto de la infeccién con distintas cantidades de parasito. El
objetivo de este experimento fue evaluar si diferencias moderadas en la carga parasitaria repercuten
significativamente en el fenotipo agotado los LiT CD8+. Ratones WT fueron infectados con distintas

dosis de parasitos (500, 5.000 y 50.000 tripomastigotes) de la cepa Tulahuén, y 20 dias después se
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cuantificd la parasitemia y el porcentaje de LiT CD8+ totales y especificos para TSKB20, asi como la

expresion de marcadores inhibitorios (PD1, TIM-3), de activacion (CD11c) y de muerte (FAS) .

Como puede observarse en la figura 40A, animales infectados con 50.000 tripomastigotes mostraron
una parasitemia significativamente mayor a la observada en la infeccién convencional con 5000
tripomastigotes. Sin embargo, en relacidn a la dosis convencional no se observaron diferencias en la
cantidad de LiT CD8+ especificos ni en la expresién de PD1 y TIM-3, CD11c, o CD95/FAS (figura 40B-C).
Ademads, la infeccibn con menor cantidad de parasitos tampoco incidio en el perfil de
activacion/agotamiento evaluado. Este experimento, si bien no reproduce necesariamente las
diferencias entre la carga antigénica de ratones WT a IL-17RA KO infectados a nivel de parasitismo
tisular ni contempla posibles diferencias en la cinética o calidad de respuesta derivadas de la infeccion
con distintas dosis, permite determinar que durante esta infeccion la carga parasitaria no incide
significativamente en el grado de agotamiento celular observado. Un experimento alternativo y mas
concluyente para establecer la independencia de la carga antigénica y la dependencia de la
sefializacion intrinseca de IL-17RA en el agotamiento celular, consistiria en evaluar el perfil de

agotamiento en ensayos competitivos de transferencia adoptiva idénticos a los realizados en la Figura
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Figura 40. La dosis de parasitos no repercute en el perfil de agotamiento celular de los LiT CD8+. A) Parasitemia, B)
porcentaje de LiT CD8+ especificos para TSKB20 y C) graficos de barra de la media geométrica de expresidon de
receptores inhibidores y de muerte en Li T CD8+ totales y TSKB20/ Kb+, de animales WT infectados con 500, 5000 y
50000 tripomastigotes de T. cruziy analizados al dia 20 pi.
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Considerando integralmente estos resultados, puede afirmarse que durante la infeccidén con T. cruzi la
expresion de IL-17RA previene un agotamiento temprano de los LiT CD8+, evitando la pérdida de

funcién y la expresion sostenida y simultanea de diversos marcadores inhibitorios.

La expresion de IL-17RA regula el programa transcripcional de los linfocitos T CD8 + activados

durante la infeccion por T. cruzi

Posteriormente y con motivo de una caracterizacion mas exhaustiva, se evalud a nivel molecular el
impacto global de la ausencia de la sefializacién de IL-17RA en el programa de desarrollo de los LiT
CD8+ activadas durante la infeccién con T. cruzi. Consecuentemente, se determinaron los perfiles de
expresion génica de los LiT CD8+ purificados por cell sorting a partir del bazo de ratones WT e IL-17RA
KO no infectados o infectados con T. cruzi al dia 20 pi. Los perfiles de expresidn fueron determinados
utilizando microarreglos de ADN de Affymetrix. Con objetivo de determinar el efecto de la infeccion la
poblacidén de los LiT CD8+, se contrastoé el perfil transcripcional de linfocitos de ratones infectados y no
infectados dentro de la misma cepa: WT-INF versus WT-NI; KO-INF versus KO-NI. En animales WT,
1.078 genes fueron modulados (positiva o negativamente) al menos dos veces de manera
estadisticamente significativa (p < 0,05) por la infeccidon; mientras que en los animales IL-17RA KO
1.293 genes se vieron afectados de este modo (figura 41A-B). Posteriormente, a los fines de establecer
el efecto de IL-17RA en la infeccidn, los perfiles transcripcionales de los animales infectados se
normalizaron respecto de sus controles no infectados y se compararon entre si: WT-INF (normalizado)
versus IL-17RA-INF (normalizado). Sorprendentemente, de todos los genes afectados por la infeccidn,
so6lo 528 fueron comunes entre LiT CD8+ de ambas cepas de animales. Ademads, 550 genes cambiaron
Unicamente en los LiT CD8+ de ratones WT y 765 exclusivamente en los LiT CD8+ de ratones IL-17RA
KO (figura 41B). Estos resultados reflejan que la ausencia de sefializacion a través de IL-17RA durante la
infeccion con T. cruzi tiene un profundo impacto en el programa transcripcional de los LiT CD8+

efectores.
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A fin de obtener un conocimiento mas acabado de las consecuencias a nivel molecular de la deficiencia

de IL-17RA en la generacion de respuestas de LiT CD8+ durante la infeccion con T. cruzi, se analizé el

patrén de expresion de genes agrupados de acuerdo a categorias relevantes para la biologia de estas
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Figura 41. Los linfocitos T CD8+ de ratones IL-17RA KO infectados con T. cruzi muestran diferencias sustanciales en el

perfil de expresion génica respecto a su contraparte WT. A) Graficos de volcan que muestran el nimero de genes que

presenta una expresion que se diferencia significativamente en dos o mas veces entre LiT CD8+ de ratones WT (a la
izquierda) e IL-17RA KO (derecha) infectados con T. cruzi a los 20 dias p.i. en referencia a sus homdlogos no infectados. B)
Diagrama de Venn's de los genes representados en A. Se muestra la superposicion entre genes modulados por la infeccién
en ambos grupos de ratones (WT: azul; y KO: rojo), asi como aquellos modulados exclusivamente en ratones WT o IL- 17RA

KO;

las letras D y U Indican el nimero de sondas reguladas positiva (D) y negativamente (U). C) Mapas de calor de

expresion de genes determinados en LiT CD8+ de ratones WT e IL-17RA no infectados o al dia 22 post-infeccién con T. cruzi.

Los genes se encuentran agrupados de acuerdo a categorias relevantes para la biologia de los LiT CD8+.
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células (figura 41 C). Los LiT CD8+ de ratones IL-17RA KO infectados mostraron una disminuida
expresion de muchos genes que codifican para moléculas efectoras de LiT CD8+ tales como perforina-
1, granzima A y K, asi como Fas ligando. Por el contrario, presentaron una expresion aumentada de
genes que codifican mediadores como granzima B, CXCL9, CXCL10 y notablemente, IL-10. Ademas, la
ausencia de IL-17RA durante la infeccidn con T. cruzi repercutié en los LiT CD8+ en una menor
expresion de genes que codifican receptores de citoquinas asociadas a la supervivencia y memoria de
LiT CD8+ (ll18r1, 1l18rap y Il15ra); y en una mayor expresion de genes que codifican moléculas
asociadas a las células efectoras de vida corta (aRIL2, IL2RB, [112rb1 y IL12RB2). Las excepciones
notables a esta regla fueron los transcriptos para 1121r e IL7R (asociados a un perfil de memoria de
larga vida), que fueron mds abundantes en los LiT CD8+ de ratones IL-17RA KO infectados que en sus
homodlogos WT. Los numerosos transcriptos que codifican para moléculas involucradas en migracién
también manifestaron diferencias segun la cepa de ratones. De hecho, la ausencia de IL.-17RA durante
la infeccion motivd la regulacidn negativa de CD62L y CCR7, y el incremento de genes cuyos productos
son receptores de quemoquinas inflamatorias (CXCR6, CCR5 y CXCR3). Por su parte, los genes que
codificaban para marcadores de células efectoras y de activacion tales como los de la familia KLRG,
CD11c y CD69 mostraron un patrén de expresién completamente diferente: mientras que LiT CD8+
proveniente de ratones WT infectados mostraron altos niveles de transcriptos de moléculas KLRG y
bajos de CD11c (itgax) y CD69; los animales IL-17RA KO infectados mostraron escasa transcripcién de
los primeros y abundante de los segundos. También se comparé la expresidn de genes cuyos productos
proteicos resultan en receptores de muerte e inhibitorios asociados al agotamiento y apoptosis de LiT.
Los LiT CD8+ aislados de ratones IL-17RA KO presentaron, respecto de sus controles WT, mayor
expresion de muchas de estas moléculas, incluyendo: Ctla4, Lag3, Havcr2, Pd1, CD160, Tnfsrf9, Tigit,
Cdkn y Fas. Finalmente, se contrasté la expresion de genes que codifican a FT importantes en la
diferenciacion de los T CD8+. La infeccion afectd la expresidn de muchos FT, pero el efecto que tuvo en
LiT CD8+ de animales IL-17RA KO no siempre fue similar al que tuvo sobre LiT CD8+ de ratones WT. Al
respecto se encontraron tres categorias diferentes: La primera categoria incluyé a aquellos genes que
tras la infeccidn con T. cruzi incrementaron su expresion de forma similar en ambas cepas. Estos
incluyeron algunos genes vinculados a un destino efector (prdml e Id2), asi como al destino de

memoria (bcl6 y foxo3). En un segundo grupo, se incluyeron a los genes que frente la infeccién
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modificaron su expresion con la misma tendencia pero de forma mds débil en células de animales IL-
17RA KO. Estos efectos incluyeron la regulacidn positiva de genes asociados con células efectoras tales
como tbx21 y zeb2 y la regulacidn reciproca negativa de genes asociados con células de memoria, tales
como eomes, tcf7, 1d3 y foxol. En la tercera categoria, se agruparon a los genes cuya expresion se
indujo en el mismo sentido pero de manera mas pronunciada en células IL-17RA KO respecto de sus
contrapartes WT. Este grupo incluyd genes tales como irf4 y batf que son criticos para la generacién de
LiT CD8+ efectores [266-268], pero que también se asocian a un estado de agotamiento [269]. Por otro
lado, con motivo de analizar en conjunto estos resultados para identificar si los distintos cambios
descriptos se asociaban a vias biolégicas determinadas, se realizaron analisis gendmicos basados en la
base de datos IPA (Ingenuity Pathway Analysis). Los resultados derivados del mismo sefialaron que los
genes que se regularon diferencialmente entre LiT CD8+ WT e IL-17RA KO, estaban asociados a las vias
funcionales de "Enfermedades inmunoldgicas" y “Muerte celular y sobrevida"; y a la via candnica de

"sefalizacion de ATM y p53”.

En resumen, en la infeccidn con T. cruzi el perfil de expresién génica de los LiT CD8+ de ratones WT fue
compatible con el de células efectoras; mientras que el de los LiT CD8+ de ratones IL-17RA KO se
diferencié del primero y presentd caracteristicas mixtas: algunas compatibles con células efectoras
terminalmente diferenciadas y agotadas; junto con otras asociadas a células de memoria. Estos
resultados apoyaron a nivel molecular las caracteristicas fenotipicas y funcionales que se describieron

para los LiT CD8+ de animales IL-17RA KO infectados con T. cruzi.

IL-17A y/o IL-17F modulan la activacion, previenen el agotamiento temprano e incrementan la

magnitud de la respuesta de linfocitos T CD8+ especificos en la infeccion con T. cruzi

Los animales IL-17RA KO han sido ampliamente utilizados para dilucidar el papel de las citoquinas IL-17
en infecciones [159, 211]. Particularmente, la mayoria de los estudios adjudica a IL-17A y/o IL-17F
muchos de los fendmenos observados [159, 167, 211]. Estas dos citoquinas presentan funciones
ampliamente superpuestas y han sido implicadas en una gran variedad de fendmenos inmunolégicos
gue van desde autoinmunidad a proteccién en infecciones, pasando por cancer y alergias [144, 146,

159]. Considerando que en los ratones IL-17RA esta afectada la sefializacidn de multiples miembros de
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la familia (IL-17A, IL-17C, IL-17E e IL-17F) [147], se propuso esclarecer el papel de IL-17A/F en los
fendmenos observados en LiT CD8+ durante la infeccién con T. cruzi. Para ello se utilizaron animales
deficientes en las citoquinas IL-17A e IL-17F (IL-17A/IL-17F doble KO: DKO). Estos animales poseen una
delecidon que compromete los exones de los genes il17a e il17f co-localizados en el mismo loci que
resulta en la deficiencia conjunta de ambas citoquinas. Entonces, ratones IL-17A/IL-17F DKO y WT
fueron inoculados con T. cruzi segun el modelo convencional de infeccién. Luego de 20 dias de
infeccidn, se evalud: el parasitismo en bazo e higado y la frecuencia y fenotipo de Li TCD8+ totales y
TSKB20/Kb+ en bazo (figura 42A). Los hallazgos obtenidos en animales IL-17RA KO, se reprodujeron
completamente en los ratones IL-17A/F DKO. Respecto del parasitismo tisular, los animales que
carecian de IL-17A e IL-17F mostraron mayor carga parasitaria en bazo e higado de respecto de sus
controles WT (figura 42B). En relacion a la frecuencia de linfocitos especificos, ratones IL-17A/F DKO

presentaron menor porcentaje de LiT CD8+TSKB20/Kb+ en bazo que sus contrapartes WT, y la
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Figura 42. La respuesta T CD8+ desarrollada ratones IL-17A/F DKO frente a T. cruzi recapitula el fenotipo de los animales
IL-17RA KO. Estudios en ratones WT (azul) e IL-17A/F DKO (verde) al dia 20 pi con T. cruzi. A) Modelo experimental. B)
Cantidad relativa de ADN satélite de T. cruzi en bazo e higado. Las cantidades de ADN fueron normalizadas a GAPDH
murina. Los datos se muestran como el valor promedio de 5 ratones + DE. Los valores de p fueron calculados con test-T de
dos colas. C) Porcentaje de LiT CD8+ especificos para TSKB20/Kb+ en bazo (gate en LiT CD8+ totales). Los graficos son
representativos de 5 animales. D) Analisis estadistico de la media geométrica de los receptores indicados. Los valores de p
fueron calculados con test-T de dos colas. Expresion de E) marcadores de activacidn, F) receptores inhibitorios, y G)
receptores de muerte en LiT CD8+ totales (izquierda) y TSKB20/ Kb+ (derecha). Los datos en el andlisis estadistico se
presentan como media + desviacion estandar, n24. Valores de p fueron calculados con test-T de dos colas. Los resultados

en B-G son representativos de al menos dos experimentos independientes.
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magnitud del fenémeno fue semejante al observado con ratones IL-17RA KO (figuras 42C y D). Por
ultimo, el fenotipo de LiT CD8+ totales y especificos para TSKB20 de bazo de ratones IL-17A/F DKO se
diferencié del WT por una mayor expresion de CD11c, menor expresion de KLRG-1 (figura 42E), asi
como una mayor expresion de PD1 (figura 42F) y CD95/FAS (figura 42G). Estos resultados junto con los
observados en cultivos in vitro (figura 36) evidenciaron que, si bien no puede descartarse una posible
participacion de otras citoquinas que sefializan a través de IL-17RA como IL-17C e IL-17E, IL-17A y/o IL-
17F participan activamente en el sostenimiento de LiT CD8+ especificos y en la prevencién del
agotamiento de la respuesta T CD8+, caracteristica que correlacionan con menor carga de parasito en

tejido.

La expresion de IL-17RA en los linfocitos T CD8+ les confiere mayor capacidad protectora durante la

infeccion con T. cruzi.

Si bien tanto en animales IL-17RA KO como en animales IL-17A/F DKO la menor frecuencia de células
especificas correlaciond con mayor carga parasitaria en bazo e higado (Figuras 13B-D, 28A-C y 42B), no
se habia probado que ambos fendmenos estuviesen estrictamente ligados. Con objetivo de establecer
la relevancia de la sefializacién de IL-17RA en los LiT CD8+ durante la progresion de la infeccidn, se
realizaron experimentos de transferencia adoptiva no competitivos. A tal fin, se purificaron por

seleccidon negativa con perlas magnéticas LiT CD8+ de ratones WT e IL-17RA KO no infectados y se
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Figura 43. La expresion de IL-17RA en los linfocitos T CD8+ les confiere mayor capacidad protectora durante la infeccién
con T. cruzi. Ratones CD8a-/- transferidos con LiT CD8+ WT o IL-17RA KO e infectados con T. cruzi. A) Esquema
experimental. B) Porcentaje de LiT CD8+ en sangre periférica de animales al dia 1 pi. C) Parasitemia al dia 15 pi. Los graficos
son representativos de 8 animales por grupo. Los datos se muestran como media + DE, n=8 ratones por grupo. Los valores
de p fueron calculados con test-T. Los resultados en B-C son representativos de 2 experimentos independientes.

97



Resultados Il

transfirieron a dos grupos de animales CD8a KO. Como control se utilizaron ratones CD8a KO no
transferidos. Los tres grupos experimentales se infectaron de manera inmediata a la transferencia y 24
h después se analizé el porcentaje de LiT CD8+ en sangre periférica de los ratones transferidos como
control de transferencia (figura 43A). Como puede observarse en la figura 43B, ambos grupos de
animales trasferidos presentaron similar frecuencia de células transferidas en circulacion, indicando el
rendimiento estandar del procedimiento (figura 43B). Posteriormente, se evalud la progresién a la
infeccidn de los distintos grupos a través de la cuantificacién de la parasitemia y el seguimiento de la
sobrevida. A los 15 dias de infeccidn, los ratones transferidos con LiT CD8+ que expresaban IL-17RA,
mostraron menores niveles de parasitos circulantes en comparacién con el grupo transferido con LiT
CD8+ IL-17RA KO o con el grupo control no transferido (figura 43C). A pesar que Unicamente la
transferencia de LiT CD8+ capaces de responder a sefiales de citoquinas de la familia IL-17 logré
disminuir de manera significativa la parasitemia de los ratones CD8a KO, la misma no logré revertir su
extrema susceptibilidad y evitar su precipitada muerte (figura 43C y datos no mostrados). Estos
resultados sugieren que las sefiales brindadas por citoquinas IL-17 directamente en los LiT CD8+ son
importantes para la generacidn de células efectoras con capacidad de controlar la replicaciéon de T.
cruzi; aunque se requieren experimentos mas concluyentes para establecer su participacion en la
susceptibilidad aguda a la infeccién. Dichos experimentos requieren el desarrollo de quimeras de
médula dsea que no muestren la extrema susceptibilidad a la infeccién observada en los hospedadores

deficientes en LiT CD8 y por lo tanto, permitan estudios a tiempos mayores de infeccidn.

Conclusiones:

e Las citoquinas de la familia de IL-17 sostienen la magnitud de la respuesta de LT CD8+

especificos en la infeccidn con T. cruzi.

* La sefializacidn intrinseca a través de IL-17RA en los propios LiT CD8+ activados brinda una

ventaja para su sobrevida y mantenimiento durante la infeccidn con T. cruzi.

e Las citoquinas de la familia IL-17 influencian la activacidon y diferenciacion de los LiT CD8+

durante la infeccidon con T. cruzi
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* lLasefalizacidn a través de IL-17RA durante la infeccidn con T. cruzi previene el agotamiento de
los LiT CD8+.

* Laexpresion de IL-17RA regula el programa transcripcional de los LiT CD8 + activados durante la
infeccién por T. cruzi

* IL-17A y/o IL-17F sostienen la magnitud de la respuesta, influencian el perfil de activacién y
previenen el agotamiento de LiT CD8+ especificos en la infeccidn con T. cruzi.

* La expresion de IL-17RA en los LiT CD8+ les confiere mayor capacidad protectora en la infeccion

con T. cruzi.

En conjunto, estos resultados sostienen que los LiT CD8+ requieren de la sefalizacion intrinseca de
IL-17RA para desarrollar y/o sostener una respuesta especifica protectora frente a T. cruzi.
Citoquinas de la familia IL-17 imprimen caracteristicas en el programa transcripcional de LiT CD8+
gue repercuten en su activacién y diferenciacién, al tiempo que las protege de la apoptosis y el

agotamiento.
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Numerosos reportes resaltan que la respuesta inmune que el hospedador desarrolla para hacer frente
a la infeccién con T. cruzi es sumamente compleja y resulta critica tanto para el control del parasito
como para la evolucidn de la patologia [244]. La respuesta antiparasitaria es crucial para contener la
infeccién, pero no logra eliminar al pardsito por completo y puede incluso resultar deletérea si no se
regula adecuadamente [57, 110]. Afortunadamente, luego de muchos afios de co-evolucién, la mayoria
de las personas infectadas con T. cruzi logra convivir de por vida con el parasito sin manifestar la
patologia [270]. En este trabajo de tesis se describieron dos novedosos mecanismos a través de los
cuales IL-17RA y las citoquinas que por él seializan estan involucradas en la proteccién del hospedador
frente a la infeccidén experimental con T. cruzi. Particularmente, se determiné que las citoquinas IL-17
estimulan la produccion de quemoquinas que reclutan a los tejidos neutréfilos regulatorios
productores de IL-10, los cuales participan en el control de la inflamacién. Por otra parte, se describié
que las citoquinas IL-17 actdan directamente sobre los LiT CD8+ previniendo su apoptosis y
agotamiento, y propiciando asi una respuesta citotoxica efectiva para controlar al parasito. En
conjunto, los resultados aqui descriptos sustentan la hipdtesis de que las citoquinas de la familia IL-17
son moléculas claves en la coordinacidon de la respuesta inmune innata y adaptativa durante la
infeccién con T. cruzi; asi como en el mantenimiento del delicado balance entre inflamacion y control
parasitario en el que se dirime la patologia de la enfermedad. A pesar de que mucho resta por conocer
respecto del papel de las citoquinas IL-17 en etapas mds avanzadas de infeccién y el correlato de los
hallazgos aqui descriptos en pacientes, los resultados de esta tesis contribuyen al conocimiento de la
respuesta inmune en la enfermedad de Chagas, amplian las funciones de la familia de citoquinas IL-17
en infecciones, y sientan las bases para el disefio de nuevas vacunas o intervenciones terapéuticas que

incluso podrian ser extensivos a otras patologias.

Trabajos publicados a lo largo de la Ultima década adjudicaron a los miembros de la familia IL-17 roles
protectores en la resistencia del hospedador frente a diferentes microorganismos [144]. En ese sentido
se establecid claramente la participacidn de IL-17A e IL-17F en la respuesta inmune frente a infecciones
bacterianas y fungicas, se asocié a IL-17C con respuestas efectoras similares a las de IL-17A en
infecciones bacterianas [162], y se demostré que IL-17E induce respuestas Th2 que contribuyen en la
inmunidad del hospedador frente a helmintos [271]. La funcidén protectora que cumple IL-17A en Ila

resistencia a la infeccién con T. cruzi fue descripta por dos laboratorios independientes en momentos



gue esta tesis comenzaba a desarrollarse [238, 239]; sin embargo, ambos reportes mostraban
contradicciones importantes entre si y no describian los mecanismos a través de los cuales IL-17 ejercia
su funcidn. Asimismo, estos estudios, aunque con diferentes modelos experimentales, exploraron el rol
de IL-17A en la infeccidén pero no los de las otras citoquinas IL-17, como IL-17F y/o IL-17C que, por
poseer funciones efectoras similares, podrian haber compensado la falta de IL-17A. En este trabajo de
tesis se determind que en la infeccién T. cruzi no sélo se induce IL-17A, sino también IL-17E e IL-17F,
principalmente en momentos préximos al pico de parasitemia. Se caracterizé asimismo que distintas
poblaciones celulares son las encargadas de producir IL-17A, entre ellas los LiT CD4+, los LiT CD8+, los
granulocitos, las células NK y células que no pertenecian a ninguna de las anteriores poblaciones
(fraccidn negativa). La induccion de otras citoquinas de la familia IL-17 (como IL-17C, IL-17B e IL-17D)
en la infeccién del T. cruzi, asi como las sefiales que determinan la produccién de las citoquinas IL-17
ya estudiadas y el tipo de células involucrada en la misma, es actualmente objeto de investigacion en el
laboratorio. Al respecto, reportes recientes del grupo demostraron que en la infecciéon experimental

con T. cruzi, los linfocitos B son la principal fuente de IL-17A [272].

Estudios preliminares determinaron que la ausencia de IL-17RA compromete la sobrevida a la infeccidn
aguda con T. cruzi. Estos datos se mostraron en sintonia con los aportes de Da Matta Guedes y col. y
Miyazaki y col. [238, 239], asi como con estudios en pacientes chagasicos que correlacionaron la
respuesta de IL-17A con mejores estadios clinicos de la enfermedad [273]. El avance fundamental de
este trabajo de tesis fue el esclarecimiento de algunos de los mecanismos a través de los cuales las
citoquinas IL-17 ejercen esta funcidén protectora. En este sentido, los resultados aqui presentados
demuestran que durante la infeccidén con T. cruzi, IL-17RA participa activamente tanto en la regulacién
de la inflamacidn y la preservacion de la integridad de los tejidos como en el control del parasito en
tejidos. Sin embargo, estos mecanismos protectores contribuyen en distinta medida a la
susceptibilidad en la etapa aguda. Particularmente, las citoquinas IL-17 regulan la inflamacién
aumentando la sobrevida a la infeccion. En este sentido, la ausencia de IL-17RA repercutié en una
respuesta inflamatoria muy pronunciada, con altos niveles de IFN-y y TNF que afectaron severamente
al higado y potencialmente a otros érganos vitales como el corazén y los rifiones, como fue descripto
para animales IL-17 KO [239]. Concluyentemente, la neutralizacién de IFN-y en ratones IL-17RA KO

infectados, disminuyd los indices de mortalidad y la patologia hepatica hasta equipararlos con los



ratones WT controles, demostrando que la menor sobrevida de los animales IL-17RA KO en etapas
tempranas de infeccidn se debe a los altos niveles de IFN-y. Es de notar que si bien el tratamiento con
anticuerpos neutralizantes de IFN-y logré disminuir la mortalidad de los animales IL-17RA KO, lo hizo a
costa del incremento de los niveles de parasitemia. En contraste, con respecto al control de Ila
replicacién parasitaria, los ratones IL-17RA KO infectados lograron parasitemias indetectables al mismo
tiempo que los animales WT y aunque mostraron mayores cantidades de ADN de T. cruzi en bazo,
higado y corazén a partir del dia 22 pi, las mismas fueron menores a los del dia pico de infeccion (14
pi). En conjunto, estos datos indican que, al menos en este modelo experimental, el efecto de las
citoquinas IL-17 en el control de la inflamacidn exacerbada es mas relevante para la sobrevida a la
infeccion que el efecto en el control del parasitismo tisular. Sin embargo, es probable que el
incremento en los niveles de parasitismo tisular en los ratones IL-17RA KO infectados que sobreviven la
etapa aguda (con o sin tratamiento con IFN-y) tenga importantes consecuencias para la progresion de

la patologia en la etapa crénica.

En contraposicion al potencial pro-inflamatorio de IL-17A, descripto en autoinmunidad e infeccidn,
investigaciones recientes demostraron que también es capaz de suprimir la inflamacién mediada por
IFN-y y asi prevenir el dafio tisular [274]. Sorprendentemente en un modelo experimental de la
enfermedad de injerto contra huésped, la deficiencia de IL-17A acentud la severidad de la enfermedad
al inducir y amplificar respuestas Thl y altos niveles de IFN-y a través de su influencia sobre células
dendriticas del hospedador [241]. Por otra parte, en un modelo de colitis inducido por dextran-sulfato,
IL-17A previno e IL-17F exacerbd la produccién de IFN-y y la destruccidn de tejido [165]. Asimismo IL-
17E mostré tempranamente habilidades para inhibir la produccién de IFN-y e IL-17A durante
infecciones y en contextos autoinmunes [275]. Por su parte, los pocos reportes que describieron la
actividad de IL-17C, la caracterizaron como pro-inflamatoria. Un punto importante a considerar al
respecto es que el potencial inflamatorio descripto para IL-17C fue supeditado a su capacidad de
inducir IL-17A, pero no asi IFN-y [209]. En relacién a los conocimientos disponibles, es posible que la
produccion exacerbada de IFN-y, el incrementado dafio tisular y la mayor mortalidad que mostraron
los animales IL-17RA KO infectados con T. cruzi, se deba a la falta de respuesta de IL-17A, IL-17F e IL-

17E. Ademas, no se puede descartar que IL-17C también participe. Comprender la contribucidon



especifica de cada miembro de la familia IL-17 requiere estudios mas profundos que utilicen ratones

deficientes para las citoquinas IL-17 individuales o combinadas.

Conjuntamente con la pronunciada respuesta inflamatoria tipo 1, la ausencia de IL-17RA durante la
infeccién con T. cruzi resulté en la reduccidon del nimero de neutréfilos en distintos 6rganos como bazo
e higado. Congruentemente, se registré una disminuida produccion de quemoquinas involucradas en el
reclutamiento de neutrdfilos, como son CXCL1 y CXCL2. Si bien era posible que otras quemoquinas no
afectadas por las citoquinas IL-17 compensaran el defecto de CXCL1, CXCL2 en los animales IL-17RA KO
infectados [276], éstos mostraron una marcada disminucidn de neutrdéfilos en periferia y una menor
eficiencia en el reclutamiento neutrdfilos transferidos. De acuerdo con investigaciones previas que
describieron que bajo distintas condiciones inflamatorias la ausencia conjunta de CXCL1 y CXCL2
resulta en un notable compromiso de la migracidén de neutréfilos [276], estos resultados sugieren que
la ausencia de IL-17RA en los animales infectados con T. cruzi resulta en una disminuida capacidad de

reclutar neutréfilos a los tejidos.

A pesar que los neutréfilos fueron histéricamente consideradas como estrictos componentes de la
respuesta inmune innata; gran cantidad de reportes sugiere que expresan abundante variedad de PRRs
y responden a sefiales del microambiente produciendo citoquinas y quemoquinas que modulan la
respuesta inmune innata y adaptativa [179]. De hecho, la comunicacidn y coordinacion de respuestas
entre neutrodfilos y LiT ha sido descripta en muchas situaciones fisioldgicas y patoldgicas, incluidas la
inflamacién aguda y crénica que acontece tanto en la respuesta inmune frente a microorganismos,
como asi también en cdncer [277]. Considerando reportes previos que describian el potencial
regulatorio de los neutrdfilos [250, 276, 278] y los resultados que demostraban que los animales
infectados en ausencia de IL-17RA presentan mayor inflamacién y menor infiltrado de neutrdéfilos en
los tejidos periféricos que sus controles WT, la investigacién se focalizé en explorar una posible
relacion entre neutréfilos y la regulacién de la inflamacion. Respecto del rol de los neutréfilos en la
infeccién con T. cruzi, se sabia que resultaban protectores o deletéreos segun la cepa de ratén [279].
Sin embargo estos estudios se realizaron con anticuerpos especificos para Gr-1, que reconocen las
moléculas de superficie Ly-6G (especifica de neutréfilos) y Ly-6C que se expresa en neutrdfilos pero
también en células dendriticas, monocitos, macréfagos y linfocitos. De esta manera los efectos

reportados no podian ser asociados exclusivamente de la ausencia de neutrdfilos en la infeccion, sino



de todos los tipos celulares que expresan Gr-1 [279]. En este sentido, el papel de los neutrdfilos en la
infeccién con T. cruzi requeria de nuevos estudios que exploraran su funcién in vivo, ya sea reforzando
su numero con transferencias adoptivas o disminuyéndolo con anticuerpos anti-Ly6G, especificos para
células del linaje polimorfonuclear. En este trabajo, las repetidas transferencias adoptivas de
neutrdfilos que se realizaron durante la infeccidn con T. cruzi se tradujeron en una menor parasitemia
en ambas cepas de ratones infectados, y en una reduccién de la produccién de IFN-y solo en el caso de
la cepa WT. Estos hallazgos indicaron que, de manera semejante a lo que ocurre con Plasmodium
falciparum en su etapa sanguinea [280], los neutrdfilos estan directamente involucrados en la
destruccién o fagocitosis de las formas circulantes de T. cruzi. Interesantemente, un reporte reciente
ensaya la capacidad de los neutrdéfilos de modular in vitro la actividad microbicida de macréfagos,
concluyendo que segln la cepa de animales (BALB/c o C57BL/6), los neutréfilos aumentan o reducen
respectivamente, la carga parasitaria de los co-cultivos [281]. Asimismo, en los experimentos de esta
tesis, los neutréfilos transferidos redujeron la parasitemia a través de un mecanismo independiente de
su migracion a tejido y de su expresién de IL-17RA. En contraste, la actividad regulatoria de los
neutrofilos transferidos sobre la respuesta adaptativa (y su consecuente reduccion de la concentracidon
sistémica de IFN-y) dependeria, en este caso, de la migracion mediada por citoquinas IL-17 a sitios
efectores. Es interesante resaltar que la disminucién de la parasitemia que mostraron los animales IL-
17RA KO luego de la transferencia de neutréfilos, no fue suficiente para disminuir la alta mortalidad de
los ratones IL-17RA KO infectados, sugiriendo que (al menos en este modelo) una inflamacién
exacerbada reduce la resistencia durante la etapa aguda aun en presencia de un mejor control del
microorganismo. En el mismo sentido, ratones WT e IL-17RA KO infectados que fueron tratados con
anticuerpos anti-Ly-6G que depletan especificamente a células del linaje de neutrdfilos, aumentaron
notablemente sus concentraciones de IFN-y y TNF. Concomitante, en ambas cepas el tratamiento
produjo la disminucién de los niveles IL-10, hecho que podria explicar la incrementada inflamacién
antes descripta. Por su parte, los ratones WT tratados presentaron una respuesta inflamatoria tipo 1
mas acentuada y mayores niveles de transaminasas hepaticas en plasma, pero también menor
parasitemia e inalterada sobrevida a la infeccidn respecto de los no tratados. Es interesante discutir al
respecto que, aunque los ratones WT tratados con anti-Ly-6G mostraron frente la infeccidon un

comportamiento similar en ciertos aspectos a los animales IL-17RA KO (notable inflamacion y dafio



tisular), mantuvieron mayores indices de sobrevida. Hay muchas explicaciones posibles para estos
resultados, y las mismas pueden operar tanto en forma individual como simultdnea. Una alternativa es
que la ausencia de IL-17RA en la infeccién afecte mecanismos regulatorios paralelos al reclutamiento
de neutrdfilos productores de IL-10. En relacidn a ello, se proyecta evaluar la posible contribucién de la
IL-17E en la migracion de eosindfilos a tejido periférico y ensayar la capacidad de estas células para
limitar respuestas inflamatorias. Por otra parte, el efecto intrinseco de citoquinas IL-17 sobre las
células Th1 no ha sido descartado. Como sugieren los estudios realizados en un modelo de colitis [165],
IL-17A podria regular negativamente la expresion de T-bet y la diferenciacién hacia un perfil Thl
durante la infeccién con T. cruzi. De este modo la ausencia de sefializacion a través de IL-17RA
desencadenaria la pérdida de este mecanismo regulatorio de forma independiente de otras sefales
extrinsecas. Ademas, en base a reportes previos y nuestros hallazgos que establecen que IL-17A es
necesaria para el desarrollo respuestas citotdxicas y humorales [186, 282], es posible que los animales
WT tratados con anti-Ly6G presenten menos neutrdfilos regulatorios pero a la vez presenten mayor
cantidad y mejor funcionalidad de LiT CD8 especificos que los animales IL-17RA KO. Finalmente, otra
posible explicacién es que los pocos neutréfilos que permanecen en tejido de los animales WT
infectados tras el tratamiento con anticuerpo anti-Ly6G sean capaces de contener parcialmente la
intensa inflamacidon y prevenir los eventuales dafios de tejido. Por su parte, el tratamiento de
deplecién aplicado a ratones IL-17RA KO que per se presentaban baja cantidad de neutrdfilos tisulares
en la infeccidén, pronuncié aun mas la exacerbada produccién de IFN-y y TNF y acrecenté el dafio
hepatico. En estos animales se desatd consecuentemente una enfermedad terminal que cursé con
altas parasitemias y elevados indices de mortalidad. En conjunto, estos resultados demostraron que
durante una infeccién de T. cruzi, ademas de su funcidn innata en el control parasitario, los neutrofilos

modulan la respuesta inflamatoria adaptativa.

Se ha reportado que las células T regulatorias (FOXP3+) cumplen un rol limitado durante la infeccién
con T. cruzi [117, 283]. En este contexto podrian jugar un papel protagdnico otras poblaciones
celulares con capacidad regulatoria, como por ejemplo: los neutréfilos, las células B reguladoras y los
macréfagos M2. El rol supresor de los neutréfilos ha sido enfatizado recientemente, en estrecha
relacién a la descripcion de las células mieloides supresoras [284]. Al mismo tiempo, dos reportes

describieron la existencia de neutroéfilos regulatorios productores de IL-10 durante una infeccién



bacteriana y melanoma [250, 251]. Otro trabajo describié también, utilizando ratones que poseen B-
lactamasa bajo el promotor de IL-10, que los neutréfilos eran la principal fuente de IL-10 durante una
infeccion sistémica con Yersinia enterocolitica [285]. Asimismo, estudios recientes en la infeccién
experimental con T. cruzi evidenciaron que los animales de la cepa BALB/c tienen mayor sobrevida que
los de la cepa C57BL/6, al menos en parte, porque presentan mayor cantidad de células con fenotipo
Ly6G+ caracterizadas alli como células mieloides supresoras [286]. En este sentido los resultados de
esta tesis demostraron que los neutréfilos de médula dsea de ratones no infectados al ser estimulados
con tripomastigotes, producen IL-10 como asi también TNF pero no otras citoquinas pro-inflamatorias.
Alun mas, los neutrdfilos de bazo purificados de animales infectados mostraron también alta
produccion de IL-10 y baja de TNF, luego de una re-estimulacidn con el parasito. Estos datos sugirieren
que la infeccidén con T. cruzi de alguna manera imprime en estas células un estado regulatorio.
Sorprendentemente, los neutrdfilos purificados de bazo de ratones infectados con T. cruzi exhibieron
funcién supresora: inhibieron la proliferacion de células T y produccion de IFN-y en un modo
dependiente de IL-10R. Ademds, experimentos de transferencia adoptiva donde se comparé la
actividad regulatoria de neutréfilos IL-10 KO con sus controles WT corroboraron in vivo que su
potencial supresor se subordina a su capacidad de producir IL-10: en su ausencia los neutréfilos no
fueron capaces de limitar la inflamacién ni extender la sobrevida, aunque si disminuyeron la
parasitemia. Es de resaltar que los neutréfilos deficientes de IL-17RA produjeron similares cantidades
de IL-10 y mostraron in vitro la misma habilidad supresora que sus contrapartes WT, sugiriendo que las
sefiales de IL-17RA en los mismos neutréfilos no son requeridas para la adquisicion del fenotipo
regulador o migracion dentro del tejido. Tanto ligandos de TLR [250] como la proteina del amiloide
sérico A (SAA, reactante de la fase aguda) [251], han demostrado promover la diferenciacion de los
neutroéfilos hacia un perfil productor de IL-10. Mientras que T. cruzi expone varios ligandos de TLR-2 y
TLR-4 [76], también estimula la produccién de SAA en los macrdéfagos [287]. Asimismo, resultados de
esta tesis indicaron que los LiT CD8+ de animales infectados presentan elevado el transcripto para esta
proteina y que la ausencia de IL-17RA lo incrementa notablemente (datos no mostrados). De esta
forma, es probable que durante la infeccidon parasitaria ambas sefiales cooperen en generar un
ambiente inductor de neutroéfilos supresores, productores de IL-10. En resumen, los resultados hasta

aqui expuestos demostraron que la IL-17RA regula la produccion de IFN-y y dafio en el tejido que se



sigue a la infeccion con T. cruzi, al menos en parte, mediante el reclutamiento de neutrdfilos

supresores, productores de IL-10.

Aunque hace ya varios afios que se demostrd el requerimiento de IL-10 para prevenir los dafios
inflamatorios y la mortalidad durante la infeccién con T. cruzi [113, 114], los resultados de este trabajo
de tesis proveen informacién novedosa y relevante respecto de una de las fuentes de IL-10 y la funcién
regulatoria de los neutrdfilos, expandiendo la comprension del complejo mecanismo que regula la
inflamacidn durante esta infeccidn parasitaria. Ademas, en este trabajo se describe por primera vez la
relacion entre la funciéon protectora de citoquinas IL-17 en infecciones, y el reclutamiento de
neutrdfilos productores de IL-10 que regulan las respuestas inflamatorias Th1l. Se ha reportado que los
LiT productores de IL-17 cumplen una funcién protectora en la resistencia a infecciones bacterianas
[184], al tiempo que se ha descripto en las mismas que mecanismos supresores mediados por
neutrdfilos productores de IL-10 mitigan las respuestas patoldégicas inflamatorias pero también
perjudican la erradicaciéon de la bacteria [250]. Estos fendmenos aparentemente independientes
podrian estar emparentados a través de un mecanismo similar al descripto en este trabajo de tesis.
Considerando estos antecedentes y los resultados aqui expuestos, es posible que el mecanismo
regulatorio mediado por citoquinas IL-17 que involucra el reclutamiento de neutréfilos supresores
productores de IL-10 pudiera ser extrapolable a otras infecciones. Es importante destacar también que
durante muchos afos el estudio de neutréfilos regulatorios estuvo limitado por la imposibilidad de
detectar la produccién de IL-10 por parte de neutréfilos humanos [288, 289]. Sin embargo,
investigaciones recientes demostraron que bajo ciertos contextos los neutréfilos humanos producen
IL-10 [290, 291], y por tanto los resultados de esta tesis podrian tener su correlato en pacientes

chagdsicos.

El logro del correcto balance entre el control del parasito y el dafio tisular es crucial para sobrevivir a la
infeccién con T. cruzi y para prevenir el desarrollo de sintomatologia. A este nivel es de fundamental
importancia tener en cuenta que, si bien diferencias leves en las cantidades de parasito pueden no
condicionar la sobrevida temprana a la infeccién, es altamente probable que condicionen la patologia
crénica caracteristica de la enfermedad, como se describié tanto en modelos experimentales como en
pacientes [37, 53, 54, 270, 292, 293]. Numerosos estudios resaltan que, del mismo modo que las

citoquinas anti-inflamatorias correlacionan con mejores estadios de la enfermedad, menores



cantidades de parasitos también repercuten marcadamente en menores patologias. En este sentido, la
mayor carga parasitaria que presentan los animales IL-17RA KO a partir del dia 22 pi y hasta el periodo
crénico de la infeccidn (dia 130 pi) respecto de sus controles WT, podria repercutir en mayor patologia.
Asi, el estudio de IL-17RA en durante la infeccién parasitaria podria aportar a profundizar las bases
moleculares de la patogénesis de la enfermedad de Chagas. Numerosos mecanismos podrian
intervenir a este nivel: por ejemplo, reportes de Freitas y col. [294] describieron que las sefiales a
través de IL-17RA en el propio neutréfilo estimulan su capacidad microbicida a través de un mecanismo
dependiente de éxido nitrico. Por otro lado, también se describidé que las sefiales a través de IL-17RA
sostienen la respuesta y funcionalidad de macréfagos y células NK [168, 294]. A pesar de que estos y
otros mecanismos podrian estar operando en los experimentos aqui descriptos, llamd particularmente
la atencidn que la diferencia de parasitismo tisular entre animales WT e IL-17RA KO ocurriera recién a
partir de tiempos relativamente avanzados de infeccién. En relacién a ello, este trabajo se concentré
en el estudio de la inmunidad adaptativa, particularmente de LiT CD84, y develdé un mecanismo inédito
a través del cual IL-17RA y las citoquinas de la familia IL-17 que sefializan por este receptor, participan
en el desarrollo, diferenciacién y mantenimiento de esta poblacién. La respuesta citotdxica mediada
por LiT CD8+ es critica para el control de la infecciéon con T. cruzi, aunque no logra eliminar
completamente al parasito permitiendo el establecimiento de una infeccion crénica [9]. Trabajos
recientes evidencian que durante esta infeccidn es posible manipular la respuesta de linfocitos T
citotdxicos a favor del hospedador utilizando estrategias de inmunizacién con ADN o adenovirus que
codifican antigenos del microorganismo [130]. Asi, la investigacion de los mecanismos subyacentes al
desarrollo de potentes respuestas citotdxicas es de vital importancia para identificar nuevos blancos
que permitan mejorar las estrategias de vacunacién o tratamiento durante la infeccidon con T. cruzi.
Eventualmente, estos hallazgos podrian ser aplicados en condiciones que requieran respuestas
robustas de LiT CD8+, como otras infecciones por microorganismos intracelulares (virus, bacterias o

pardsitos) o incluso cancer.

Durante las ultimas décadas, numerosos reportes han ido forjando el concepto de que las citoquinas
ejercen una influencia clave en la diferenciacién, eficacia y permanencia de respuestas de LiT CD8+
[121]. Resultados de este trabajo de tesis aportan nuevos elementos para la comprension de la

exquisita modulaciéon de este proceso. Una primera aproximacidn al estudio de Li T CD8+ en la



infeccién con T. cruzi constaté el desarrollo de una respuesta robusta, tal y como habia sido publicado
anteriormente [126]. Al focalizar el andlisis en la cinética de la misma, se corrobord que se manifiesta
tardiamente en comparacidn con las descriptas en modelos de infeccidn experimental con Listeria y
LCMV [295, 296], aunque se definen de manera concisa las distintas fases caracteristicas de la
respuesta citotdxica: expansion (desde los 10 hasta los 30 dias post- infecciéon) y contraccion (del dia 30
al 60 de infeccidn). Al evaluar la cinética de LiT CD8+ especificos en ratones que carecian del receptor A
de IL-17 se encontré que si bien la expansidn inicial era semejante a la de los ratones WT,
tempranamente gran cantidad de células moria por apoptosis produciendo una abrupta contraccion de
la respuesta. De manera consecuente, el grupo de ratones IL-17RA KO infectados exhibié in vivo una

reducida respuesta citotdxica especifica.

Ademas, se demostré que estos fendmenos eran independientes de la cepa de parasito y de la
especificidad evaluada. Experimentos de transferencia adoptiva fueron concluyentes en demostrar que
la ausencia del receptor en el LiT CD8+, compromete fuertemente su permanencia. Mas aun,
experimentos de proteccion demostraron que LiT CD8+ que carecen de IL-17RA son menos eficientes
en controlar la replicacion parasitaria que los que presentan IL-17RA. Se desprende de estos resultados
que para obtener una respuesta T CD8+ robusta frente al parasito, es crucial la sefalizacidn intrinseca
de IL-17RA. Sin embargo, estos hallazgos no excluyen la posibilidad que mecanismos extrinsecos
adicionales que involucren a IL-17RA, se presenten de manera simultdnea y contribuyan a la

adquisicion de algunas de las caracteristicas cualitativas de los LiT CD8+ especificos.

Los resultados de este trabajo de tesis son los primeros en respaldar la influencia directa de citoquinas
IL-17 sobre la inmunidad adaptativa, especificamente en el mantenimiento de LiT CD8+ durante la
infecciéon con T. cruzi. Hasta ahora, el rol protector de IL-17A en la resistencia a infecciones con
bacterias, hongos, virus y parasitos ha sido dependiente de la activacion de células no-inmunes o
células de la inmunidad innata [144, 229]. Si bien existen publicaciones que describen la influencia de
estas citoquinas sobre la respuesta inmune adaptativa, los mecanismos involucrados han sido
indirectos [169, 216]. En este sentido también, modelos de melanoma e infeccidn con Listeria fueron
utiles para evidenciar el rol protector de citoquinas IL-17 en la promocién de respuestas T CD8+
especificas [186, 187], a través del reclutamiento de células dendriticas que realizan presentacién

cruzada de antigeno. Si bien el hecho de que los LiT CD8+ expresen IL-17RA los vuelve blancos



potenciales de un efecto directo de citoquinas IL-17 [297], algunos trabajos mostraron la ausencia de
efectos (apoptosis e induccion de genes blancos) mediados por IL-17A recombinante en cultivos in
vitro de LiT CD8+ [187, 298]. Estos resultados deberan reconsiderarse a la luz de la dificultad de simular
in vitro la complejidad de la respuesta in vivo que acontece en un proceso infeccioso, donde varias
sefiales externas modulan la sensibilidad a las citoquinas IL-17. En este sentido, se ha demostrado que
citoquinas que influencian potentemente la expansion y diferenciacién de LiT CD8+, como IL-15 e IL-21,
aumentan significativamente la expresién de IL-17RA [297, 298]. De hecho, se ha establecido que se
requieren altos niveles de IL-17RA para lograr respuestas eficaces de IL-17 [299, 300]. Es posible
entonces que la induccién de IL-17RA en células T CD8+ y su consecuente capacidad de respuesta a
citoquinas IL-17, requiera un contexto de activacion adecuado (como un proceso infeccioso). Otro
factor a considerar es que, de acuerdo a los resultados de esta tesis, la expresidn de IL-17RA no es
homogénea entre las distintas subpoblaciones de LiT CD8+, y las células naive son las que presentan
menor expresion de IL-17RA. En este sentido, se resalta que los experimentos aqui descriptos, que
evidenciaron el efecto directo de las citoquinas IL-17 en los LiT CD8+, correlacionaron con alta
expresion de IL-17RA. Cuestionamientos respecto a la contribucién diferencial de distintos miembros
de la familia IL-17 al efecto observado, es actualmente un tépico de interés en nuestro laboratorio. En
relacion a ello, lo experimentos en ratones IL-17A/F DKO indican la contribucion de IL-17A y/o F en la
magnitud y calidad de la respuesta citotoxica descripta en animales IL-17RA KO. Es probable entonces
que IL-17A y/o F sean los responsables directos de los efectos intrinsecos de IL-17RA en los LiT CD8+.
Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que las otras citoquinas de la familia IL-17 tengan efectos
similares. En este sentido IL-17C, que muestra en distintos contextos un comportamiento similar a IL-
17A e IL-17F [146, 169, 197, 301], podria tener efectos semejantes. Resta profundizar los estudios
respecto de los papeles individuales de IL-17A e IL-17F, y explorar la participacion de IL-17C y los

demas miembros de la familia IL-17 en la resistencia a la infeccidon con T. cruzi.

Una vez determinado el efecto de las citoquinas IL-17 en la respuesta T CD84+, el trabajo se focalizé en
establecer los mecanismos involucrados. En tal sentido, se determind que la ausencia de IL-17RA
durante la infeccion con T. cruzi desencadena una respuesta de LiT CD8+ cuyo fenotipo es compatible
con un destino de memoria (es decir, KLRG-1°¥°CD127%"°CD122°"°) y cuyo nivel de activacién es

pronunciado (CD697"°CD25°"°CD11¢*"). Ademads, se establecié que la sefial a través de IL-17RA en los



LiT CD8+ es crucial para una adecuada respuesta efectora caracterizada por la capacidad de degranular
y de producir citoquinas. La ausencia de esta sefial correlacioné con menor capacidad efectora y alta
expresion de receptores inhibitorios y del receptor de muerte Fas. Tales caracteristicas se asemejan a
las descriptas en bibliografia para LiT CD8+ agotados. El agotamiento se ha asociado en infecciones
virales croénicas, a pérdida progresiva de la funcidn, sostenida expresion de receptores inhibidores, y
alta susceptibilidad a la apoptosis [132, 265]. Dado que el fenotipo agotado se encuentra con mas
frecuencia en infecciones virales con altos titulos del patégeno, se ha postulado que los factores mas
importantes en el agotamiento son justamente las altas cargas antigénicas y su persistencia [265]. Por
otro lado, es relevante para este trabajo considerar que los LiT CD8+ con fenotipo agotado se han
reportado en modelos de infeccion parasitarias crénicas con Toxoplasma, Plasmodium sp. y Leishmania
sp. Sin embargo, modelos experimentales de infeccién con citomegalovirus murino y T. cruzi han
demostrado que no todas las infecciones crénicas tienen como resultado el agotamiento de las células
T [302]. La consideracidn conjunta de tales antecedentes sugiere que la alta y persistente carga
antigénica no es el Unico factor que determina del agotamiento de LiT CD8+ durante infecciones. De
hecho se ha visto que citoquinas, particularmente la IL-21 derivada de la colaboracién con células T
CD4+, juegan un papel esencial en la regulacién del agotamiento de los LiT CD8 + [121]. Curiosamente,
se encontrd que la respuesta de LiT CD8+ no agotada y completamente funcional que presentaban los
ratones WT infectados con T. cruzi (resultados de esta tesis y Bustamante y col. [129]), sufrié un radical
cambio en ausencia de sefial a través IL-17RA, convirtiéndose en una respuesta citotdxica agotada y
poco funcional. Estos resultados indican que la sefializacién a través de IL-17RA es necesaria para
prevenir el agotamiento durante una respuesta de LiT CD8+ "normal" frente a la infeccién con T. cruzi.
Asimismo, estos hallazgos sugieren que la ausencia de IL-17RA conduce a un agotamiento muy
temprano de los LiT CD8+, por mecanismos que aun no se han dilucidado. Si bien la mayor carga
parasitaria observada en tejidos de ratones IL-17RA KO podria ser responsable del agotamiento de las
células T CD8+, los LiT CD8+ de ratones WT infectados con mayor nimero de pardasitos no mostraron ni
menor capacidad citotdxica, ni marcado aumento de receptores inhibitorios, incluso en las fases
cronicas [303]. Tales resultados descartarian parcialmente a la carga antigénica elevada como factor
gue dictamina el perfil agotado de los LiT CD8+ durante la infeccidon con T. cruzi. La posibilidad que

surge consecuentemente, es que la accién directa de citoquinas IL-17 sobre los LiT CD8+ previene un



perfil agotado a través de algiin mecanismo desconocido. En apoyo a esta hipédtesis, se ha reportado
que los LiT CD8+ agotados que se derivan de la infeccion con LCMV presentan menor expresion de IL-
17RA [304]. Por otra parte, se ha reportado que IL-21, una citoquina critica para evitar el agotamiento
de las células T CD8+, no sélo induce la expresién de IL-17RA en las células T CD8+ como se menciond
anteriormente [297, 298], sino que también inicia y amplifica la diferenciacién del perfil Th17 [305]. El
estudio de los posibles efectos sinérgicos o aditivos de IL-17RA e IL-21R en la regulaciéon del
agotamiento de las células T CD8+, merece una exploracion mas profunda. La comprensidn integral de
este proceso es critica para el disefio de mejores estrategias encaminadas a revertir o evitar el estado

de agotamiento y potenciar la respuesta inmune durante infecciones persistentes.

El estudio de los LiT CD8+ en modelos de infecciones virales y bacterianas, proveyd informacion
sumamente relevante respecto al transcriptoma caracteristico de cada uno de los estadios de
diferenciaciéon descriptos para estas células: naive, efector, memoria y agotado [135, 306, 307]. Los
expertos en el tema consideran que, en ultima instancia, una red de FTs es la que dictamina los
programas de desarrollo que van a generar una huella o perfil transcripcional para cada subpoblacidon
de LiT CD8+. Es oportuno destacar que esta huella es capaz de conferir a cada poblacion un fenotipo,
distribucidn tisular, homeostasis y funcién efectora especifica [122]. Al analizar el transcriptoma de los
LiT CD8+ provenientes de animales WT infectados con T. cruzi, se encontré que estas células poseen un
patrén de transcripcion (es decir, la expresion de genes que codifican moléculas efectoras, receptores
de citoquinas y quemoquinas, moléculas de migracidon y FTs) similar al descripto para LiT CD8+
efectores presentes en infecciones virales y bacterianas [306, 308]. Este hallazgo proporciona un
soporte adicional a la concepcién de que la regulacién del perfil transcripcional de LiT CD8+ efectores
(y probablemente también de memoria), es esencialmente el mismo independientemente del
microorganismo que lo induce (virus, bacteria, parasito). Es importante destacar que el andlisis del
perfil transcripcional de los LiT CD8+ de animales WT infectados con T. cruzi, arrojé una completa
compatibilidad con el fenotipo y funcionalidad efectora observados para LiT CD8+ totales y especificos
para el parasito. Por otro parte, la ausencia de sefializacion mediada por IL-17RA de manera directa y/o
indirecta sobre los LiT CD8, modificé drasticamente su programa de desarrollo. Esto se evidencia a
nivel de expresion génica donde se constatd que genes fuertemente modulados por la infeccidn con T.

cruzi, fueron diferentes entre LiT CD8+ aislados de ratones WT e 17RA KO infectados. Los LiT CD8+



provenientes de ratones IL-17RA KO infectados se distinguieron nuevamente de sus contrapartes WT,
al mostrar un transcriptoma compatible con las caracteristicas fenotipicas y funcionales que se

describio en un comienzo.

En este contexto, resulta de particular interés el analisis pormenorizado del perfil transcripcional de LiT
CD8+ aislados de ratones IL-17RA KO en términos de los FTs capaces de guiar los programas de
desarrollo implicados en la diferenciacidn de estas células [122]. En tal sentido, los LiT CD8+ aislados
de ratones IL-17RA KO infectados presentaron en comparacién con sus contrapartes WT menor
expresion de los genes Thx21 y Zeb2, y mayor expresidn de Eomes, Tcf7, Id3 y Foxol, caracteristicas
fenotipicas de memoria. Contrariamente a lo esperado en funcidn al perfil de marcadores inhibitorios
que mostraron los LiT CD8+ IL-17RA KO, éstos no evidenciaron una incrementada expresion del gen
codifica para Blimp-1, un factor de transcripcién asociado al agotamiento [122]. De hecho, estas células
mostraron altos niveles de transcriptos que codifican IRF-4 y BATF, dos FTs individualmente asociados
a programas de desarrollo que llevan a la diferenciacién de LiT CD8+ hacia un perfil efector temprano
[267, 268, 309-311]. Curiosamente, se ha reportado que la expresion aumentada de BATF es inducida
por ligandos de PD-1 y se asocia con el agotamiento de LiT CD8+ durante infecciones virales crénicas en
humanos y ratones [269]. Por su parte, IRF-4 no ha sido asociado directamente a agotamiento, pero si
a la induccién de varios genes blancos del mismo, como son: Blimp-1, CTLA-4 e IL-10 [124, 312, 313].
Atendiendo a que la expresién de IRF-4 depende directamente de la activacidon de TCR, es probable
que el agotamiento celular mediado por la alta estimulacién antigénica se acompane de alta expresion
de IRF-4. Por otro lado, se conoce que BATF e IRF4 cooperan activamente en muchas poblaciones
celulares [313-315], incluyendo a LiT CD8+ [266, 267]. De tal manera es concebible que la expresién
sostenida de altos niveles de ambos FTs podria resultar en el agotamiento de las células, tal y como
sucede en LiT CD8+ de ratones IL-17RA KO infectados. Dilucidar la vinculacién de la triada que resulta
de la pérdida de sefializacién de IL-17RA, el aumento en expresién de BATF e IRF-4 y el agotamiento de
células T CD8+, requiere de estudios moleculares adicionales que surgen como proyeccidén de esta

tesis.

Por otra parte, si bien los modelos experimentales son particularmente Utiles para estudiar muchos de
los fendmenos que acontecen en distintas patologias, es necesario retomar estudios en pacientes. En

este sentido, investigaciones con pacientes adultos infectados con T. cruzi describieron que estadios



mas avanzados de la patologia chagdsica se correlacionan con mayor frecuencia de LiT CD8+ que
expresan CDA45RA-CD28-CD27- (asociado a senescencia) [316], asi como diversos marcadores
inhibitorios [131], ambos fenotipos asociados a disfuncionalidad. Ademas, se ha reportado que la
gravedad de la patologia muestra una relacidn inversa con la produccién de IL-17 [273]. Pese a que
todos estos hallazgos han sido reportados de forma independiente, los resultados de esta tesis
sugieren que podria haber una relaciéon causal entre los bajos niveles de IL-17, la disfuncién de LT

CD8+y la progresion de la infeccidn.

El conocimiento que se desprende de los resultados de esta tesis podrian configurar un marco de
referencia para el entendimiento del desarrollo de la respuesta citotdxica adaptativa en diversos
contextos donde la respuesta mediada por IL-17 juega un rol preponderante como infecciones con
otros microorganismos, cdncer y autoinmunidad. Sin embargo es necesario determinar
fehacientemente si las citoquinas IL-17 potencian la respuesta T CD8+ en otras infecciones donde
intervienen en la resistencia del hospedador. Por otra parte, estos resultados en conjuncién con los de
una publicacién reciente que sostiene que IL-17 controla la competencia funcional de células NK
frente a una infeccion fungica [168], sugieren que las citoquinas de la familia IL-17 podrian ser
importantes para la respuesta citotdxica tanto innata como adaptativa. En consecuencia, estos
resultados tienen dos repercusiones fundamentales en el campo de las respuestas inmunes mediadas
por IL-17. La primera es la nocién de que la promocidn de la produccién de citoquinas IL-17 durante
infeccion o vacunaciéon puede ayudar a generar respuestas citotdxicas mas efectivas para resistencia a
distintos microorganismos y eventualmente tumores. La segunda es que tratamientos prolongados
dirigidos a atenuar IL-17 podrian provocar efectos no deseados que comprometan una respuesta
citotdxica protectora en infecciones o cancer. En contraste, este efecto adicional de la neutralizacién
de IL-17 sobre la respuesta citotoxica podria doblemente ser beneficioso en condiciones de
autoinmunidad o inflamacién exacerbada, al limitar el potencial inflamatorio de la citoquina vy

simultdneamente inducir el agotamiento de LiT CD8+.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis indican que las citoquinas de la familia de IL-17 que
sefializan por IL-17RA juegan un papel protector clave durante la infeccién intracelular con el parasito
T. cruzi. La investigacion de los mecanismos protectores involucrados indica que los efectos

protectores de las citoquinas IL-17 dependen tanto de la modulacién de la respuesta inmune innata



como de la adaptativa. En este sentido, las citoquinas IL-17 favorecen el reclutamiento de neutrdfilos
que, en el contexto de la infeccidn con T. cruzi, adoptan un perfil regulatorio dependiente de la
produccién de IL-10 y colaboran asi con la regulacién de la inflamacidn; y por otro actdan de forma
directa sobre los LiT CD8+ regulando su sobrevida, activacién y agotamiento y potenciado una
respuesta citotoxica robusta que favorece el control del parasito en tejidos. De manera notable, el
conocimiento de inmunologia basica que se desprende de estos resultados podria ser extensivo a otras
patologias infecciosas, autoinmunes o tumorales donde la respuesta inmune mediada por IL-17, asi
como la regulacién de la inflamacién y de la respuesta T CD8+, juegan roles relevantes. Mas
especificamente, estos hallazgos contribuyen a una mejor comprension de los mecanismos inmunes
involucrados en la resistencia a la infeccién con T. cruzi y el desarrollo de la patologia (figura 46), y

aportan informacion importante para el eventual desarrollo de vacunas o nuevas terapias.
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Figura 44. Mecanismos protectores de las citoquinas de la familia IL-17 en la infeccidn con T. cruzi. Durante la infeccién con
T. cruzi se producen IL-17A, IL-17F, IL-17E y probablemente IL-17C. Estas citoquinas actuarian sobre células estromales en
tejidos que expresan IL-17RA induciendo la liberacién de las quemoquinas CXCL1 y CXCL2, las cuales atraen neutrofilos a los
tejidos. Por su parte, los neutrofilos en contacto con el parasito liberan IL-10 que suprime la respuesta linfoproliferativa y la
produccion de citoquinas como IFN-y y TNF, controlando una inflamacién exacerbada. Por otra parte, IL-17A y/o IL-17F (y
quizas otras citoquinas de la familia IL-17) actuan directamente sobre los LiT CD8+ manteniendo su sobrevida y funcionalidad
(produccién de IFN-y y TNF, degranulacidn). De esta forma los LiT CD8+ controlan eficientemente los niveles de parasitismo
tisular. Mientras tanto, la ausencia de IL-17RA tiene como consecuencia el disminuido reclutamiento de neutréfilos
regulatorios productores de IL-10 y la reducida magnitud y funcionalidad de la respuesta citotoxica. Asi, los animales que
carecen de IL-17RA evidencian mayor inflamacién (IFN-y y TNF) y dafio tisular, asi como también mayor parasitismo tisular. En
conjunto, las citoquinas de la familia IL-17 son importantes en la resistencia a la infeccidn con T. cruzi en tanto participan de
la regulacién de la inflamacion y el control de la replicacidn parasitaria, previniendo la mortalidad en la etapa aguda y el
desarrollo de la patologia.



MATERIALES Y METODOS



Materiales y Métodos

Animales de experimentacion

Para los experimentos realizados en este trabajo de tesis se utilizaron los ratones salvajes o genéticamente

modificados que a continuacidn se detallan.

* Ratones WT (del inglés, Wild Type): Ratones C57 black o C57BL/6 endocriados en nuestro Instituto a
partir de progenitores suministrados por la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de la Plata, Argentina. Por sus caracteristicas, es frecuente el uso de esta cepa como portadora de
mutaciones espontaneas o inducibles. En relacidn a ello, constituyen trasfondo (background) genético
de la mayoria de los ratones genéticamente modificados que se han empleado en este trabajo. Ademas,
de relevancia para esta tesis, expresan el alelo CD45.2 en todas sus células de origen hematopoyético, y
por lo tanto las células del sistema inmune son trazables mediante el empleo de anticuerpos especificos.

e Ratones IL-17RA KO (del inglés, Knock Out, KO): animales B.129.IL17RAKO fueron provistos por Amgen

Inc. mediante acuerdo N° 200716544-002. Estos animales son deficientes en IL-17RA y por tanto son
incapaces de sefializar las citoquinas IL-17A, IL-17C, IL-17F e IL-17E [147, 148). Ademas su background
genético es C57BL/6 y sus células hematopoyéticas expresan CD45.2.

e Ratones IL-10 KO: Ratones B6.129P2-1110tm1Cgn/J fueron adquiridos en The Jackson Laboratories

(EEUV). En este caso, los animales tienen delecionado el gen de IL-10 y consecuentemente sus célula
son incapaces de producir esta citoquina. Su background genético es C57BL/6 y expresan CD45.2.

e Ratones IL-17A/F KO o DKO: los animales IL-17A/IL-17F double knockout mice (Haas y col. [317]) se

caracterizan por la deficiencia simultdnea de IL-17A e IL-17F. Fueron suministrados gentilmente por el
laboratorio del Dr. Immo Prinz (Universidad de Hannover, Alemania). Poseen el background genético
C57BL/6 y sus células hematopoyéticas expresan CD45.2.

e Ratones WT CD45.1: los animales B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ, fueron adquiridos en The Jackson

Laboratories (EEUU), tienen el background genético C57BL/6 pero sus células hematopoyéticas expresan
en este caso CD45.1 y pueden trazarse mediante el uso de anticuerpos especificos. Las células de estos
ratones son completamente funcionales y su comportamiento es comparable al de los animales WT.

e Ratones CD8” o cD8™": Animales B6.12952-Cd8atm1Mak/J) fueron adquiridos en The Jackson

Laboratories (EEUU) se caracterizan por la ausencia de expresion de la molécula CD8a cuya principal
consecuencia es una alteracion total en el desarrollo de linfocitos T CD8+, que redunda en una ausencia
total de esta poblacion. Poseen el background genético C57BL/6 y sus células hematopoyéticas expresan

CD45.2.
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e Ratones WT CD45.1.2: A los fines de los experimentos de transferencias adoptivas, se cruzaron en el

bioterio del instituto hembras CD45.1 con machos WT (CD45.2), de forma tal que la primera generacién
filial (F1) resultd heterocigota. Asi los ratones F1 presentaron células hematopoyéticas que expresan
simultaneamente CD45.1 y CD45.2. Las células de estos ratones fueron completamente funcionales y su
background genético fue C57BL/6.

e Ratones BALB/C: animales de la cepa BALB/C fueron endocriados en nuestro Instituto a partir de

progenitores provistos por la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de la Plata,

Argentina. Su background o trasfondo genético fue BALB/C.

En este trabajo de tesis se utilizaron principalmente ratones hembras de 6-8 semanas de edad, criados en un
ciclo de luz y oscuridad de 12 h. Los animales se mantuvieron en el bioterio del Centro de Investigaciones en
Bioquimica Clinica e Inmunologia del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CIBICI-CONICET)
con el numero de aprobacién del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (National Institutes of
Health-USA, NIH): A5802-01. Para su cuidado, se siguieron las recomendaciones de la guia para el cuidado y uso
de animales de experimentacion, publicada por el Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales y
aprobado por el comité de ética de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba
(resolucion HCD 274/09 y 981/13). Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo bajo estricta

conformidad con las recomendaciones de la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio del NIH.
Reactivos
1. Reactivos quimicos

Los medios de cultivo RPMI 1640 y Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), la solucidon tampdn o Buffer
Fosfato (PBS) pH 7.4, la L-glutamina (Glutamax), el acido etieldiaminotetraacético (EDTA) fueron de marca

Life Technologies (Reino Unido).

El 2-Mercaptoetanol, el PAM;CSK,, el Tetramethylrhodamine, Ethyl Ester, Perchlorate (TMRE), el
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE), el colorante 5-(and-6)-Carboxy SNARF-1, el agua DNA

ultrapure, el buffer Tris-EDTA pH=8 y el TRIzol fueron adquiridos en Molecular Probes, Invitrogen (USA).

El buffer para lisar gldbulos rojos (Tris-cloruro de amonio), el Percoll, el azul de tripan, la albumina sérica
bovina, la bromo-deoxi-uridina (BrDU), el inhibidor de proteasas, el forbol miristrato acetato (PMA), el

forbol 12-13 dibutirato (PdBU) y la ionomicina se compraron en Sigma-Aldrich Chemical Co (EEUU).
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Cabe mencionar también que la gentamicina utilizada fue de marca FABRA (Grand Islan, EEUU), mientras
que la heparina libre de aditivos de 5.000 U/mL fue de marca UENFAR (Alemania). Por otro lado, la
brefeldina y la monensina empleadas se compraron en eBiosciences (EEUU) y el HEPES se obtuvo de Cell Gro
Corning (EEUU). Ademas el fijador histdlogico fue adquirido en BioPure Diagnostic (Argentina). Por otra
parte, los Kits para la determinacion de ALT y AST fueron de marca Wiener (Argentina), mientras que los
reactivos de Bradford, el Tween-20 y los insumos empleados para electroforesis se compraron en BioRad
(EEUU). La empresa BD Biosciences (EEUU) nos proveyd del reactivo TMB, los buffers CytoFix/CytoPerm,
Perm/Wash, BrdU Flow kit y GolgiStop.

El acido sulfurico, el etanol, el cloroformo, el metanol, la hematoxilina, la eosina, el May-Grundwald vy el
Giemsa utilizados, fueron de las marcas Cicarelli (Argentina), Taurus (Argentina) y J.T.Backer Chemicals
(EEUU); otros reactivos como cloruro de amonio, Tris, fosfato de sodio, cloruro de sodio, carbonato de

sodio, glucosa fueron de marca Anedra (Nueva Zelanda).

Finalmente, los reactivos de biologia molecular utilizados en la RT-PCR fueron de marca Promega (EEUU),
mientras que los utilizados para la PCR en tiempo real se adquirieron en la empresa Applied Biosystem

(EEUU).

2. Anticuerpos para citometria de flujo: Los experimentos desarrollados en el presente trabajo de tesis

involucraron los anticuerpos conjugados a fluorocromos que se detallan a continuacion.

Especificidad Clon Fluorocromo* Marca comercial
CD11lc N418 PE eBioscience
B220 RA3-6B2 Alexa Fluor 647 eBioscience
CD107a eBiolD4B PE eBioscience
CD11b M1/70 FITC Biolegend, eBioscience
CD122 TIM-31 FITC BD Bioscience
CD127 B12-1 Biotina BD Bioscience
CD19 eBio 103 FITC eBioscience
CD25 7D4 FITC BD Bioscience
CD25 P61.5 PECy7 Biolegend, eBioscience
CD3 145-2C11 PerCPCy5.5 BD Bioscience
CD4 RM4-5 PE, PerPCy5.5 eBioscience
CDh44 IM7 Biotina, FITC BD Bioscience, eBioscience
CD45.1 A20 Alexa Fluor 750, APCy7 BD Bioscience
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CD45.2 104 PerCPCy5.5, BD Bioscience
CD62L MEL-14 PE BD Bioscience, eBioscience

CDS8 53-6.7 FITC, PECy7 Biolegend, eBioscience
CTLA-4 UC10-4B9 PE eBioscience
F4/80 BMS8 APC Biolegend

FAS (CD95) Jo2 PE, Biotina BD Bioscience

Gr-1 RB6-8C5 Alexa Fluor 750 eBioscience
IFN-y XMé61,2 APC, FITC BD Bioscience, eBioscience
IL-10 D7 PE BD Bioscience

IL-12p40/70 C15.6 PE BD Bioscience

IL-17A TC11-18H10 PE BD Bioscience
IL-17F eBiol8F10 APC eBioscience

IL-6 MP5-20F3 PE BD Bioscience
KLRG1 2F1/KLRG1 PE eBioscience
LAG-3 C9B7W PerCPCy5.5, eBioscience

Ly6C HK1.4 PerPCy5.5 eBioscience

Ly6G 1A8 PECy7 Biolegend, eBioscience
NK1.1 PK136 Alexa Fluor 647 eBioscience

PD1 RMP1-30 PE, PECy7 Biolegend, eBioscience
TIM-3 B8.2C12 PE Biolegend
TIM-3 RMT3-23 APC eBioscience

TNF MP6-XT22 APC, PerCP BD Bioscience

Estreptavidina

PECy7, PerCPCy5.5, APC

Biolegend, eBioscience

(*) APC: Alloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PECy7: Ficoeritrina conjugada con

cianina; PerCP: Proteina clorofila peridinina; PerCPCy5.5: Proteina clorofila peridinina conjugada con cianina.

3. Anticuerpos para tratamientos neutralizantes

e In-vitro: Anticuerpo bloqueante anti IL-10R (Purified NA/LE Rat Anti-Mouse CD210, Clone 1B1.3a, BD

Biosciences).

¢ In-vivo:

Anticuerpo anti IFN-y: Purificado de sobrenadantes de cultivo del hibridoma productor de anticuerpos

de rata IgG que reconocen IFN-y de raton (R4-6A2). Esta linea celular se cultivo segln se detalla en la

secciéon “Cultivo celular”. El anticuerpo fue enriquecido a través de cromatografia de afinidad de
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proteina G, utilizando HiTrap Protein G columns (GE Healthcare) acoplada a HPLC (Hewlett-Packard 1100
HPLC), segun indicaciones del fabricante. Se llevaron a cabo controles de pureza que incluyeron
electroforesis SDS-PAGE y ELISA (donde se utilizé como anticuerpo de sensibilizacién en combinacion
con demas reactivos del kit de ELISA para la determinacion de IFN-y, eBiosciences). Su concentracion se
determind a través de la técnica de Bradford.

Anticuerpo anti Ly6G: Anticuerpo de rata IgG2a especifico para Ly6G de ratdon (clon 1A8) provisto por

BioXCell. Se ha reportado que este anticuerpo tiene la propiedad de unirse especificamente a
neutrdéfilos y a través de variados mecanismos, reducir la cantidad de estas células [318].

Anticuerpo 1gG2a de rata: El anticuerpo 1gG2a de rata (control) fue adquirido en Jackson

ImmunoResearch (EEUU).

Antigenos

TSKB20 (ANYKFTLV): Provisto por la empresa Genscript Inc. Epitope de la enzima transialidasa del

parasito T. cruzi [253].

PA8 (VNHRFTLV): Provisto por la empresa Genscript Inc. Epitope de la proteina de superficie del

amastigote (ASP, de sus siglas en inglés amastigote surface protein)-2 de T. cruzi [252].

Tetrameros

TSKB20/H-2k(b): Tetrdmero de H-2k (CMH-I de la cepa C57BL/6) conjugado con el péptido TSKB20 vy el
fluorocromo APC (NIH Tetramer Core Facility).

PA8/H-2k(b): Tetramero de H-2k (CMH-I de la cepa C57BL/6) conjugado con el péptido PA8 y el

fluorocromo APC (NIH Tetramer Core Facility).

Lineas celulares: Hibridoma productor de anticuerpo anti-IFN-y (clon R4-6A2) y linea celular de

fibroblastos NIH3T3 (NIH).

Reactivos de ELISA (anticuerpos y recombinantes)

Reactivos para la determinacion de citoquinas IFN-y, TNF, IL-10 IL-18, IL-6 e IL-17E fueron provistos por
eBiosciences (EEUU) en el formato Anti-mouse ELISA Ready-SET-Go! que incluye: Anticuerpos de captura
(purified), recombinantes, anticuerpos biotinilados, y estreptoavidina conjugada con peroxidasa.

Kits reactivos para la determinaciéon de CXCL-2 (MIP-2) y CXCL10 (IP-10) fueron comprados en la

empresa Preprotech.
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* Enlos anteriores casos, se utilizaron placas Costar high binding half area de la empresa Fisher scientific
(EEUU). Demas reactivos quimicos (TMB, H,SQ,, sales para buffers de sensibilizacién) fueron incluidos en

la correspondiente seccion.

8. Reactivos para ensayos multiplex por citometria de flujo

e La determinacidn de IL-17A e IL-17F se realizé con el sistema FlowCytomix"" Multiple Analyte Detection
System de la empresa eBiosciences (EEUU).

 Lla cuantificacién de CXCL-1 y G-CSF se realizé utilizando los ensayos BD™ Citometric-Bead Array (CBA)

de la marca BD Biosciences (EEUU).

9. Perlas magnéticas y columnas para separacién magnética

Los kits comerciales de purificacion con perlas magnéticas Anti-Ly-6G MicroBead Kit mouse y Anti-Ly-6G
MicroBead Kit y CD8a* T Cell Isolation kit Il fueron provistos por la empresa Miltenyi Biotec (EEUU), al igual

que las columnas LS, el magneto y los adaptadores.
Parasitos e infeccion
1. Mantenimiento de la cepa Tulahuén de T. cruzi y obtencidén de tripomastigotes de sangre de raton

Los tripomastigotes de la cepa Tulahuén se mantuvieron a través de pase del parasito en ratones BALB/c
machos. Se infectaron intraperitonealmente dos animales con 1.10° de parasitos contenidos en 200ulL de
PBS. A los 10-11 dias, la sangre de éstos animales sirvié como fuente de tripomastigotes para sostener el

pase e infectar a los ratones segun el modelo experimental propuesto.
2. Mantenimiento de la cepa Y de T. cruzi y obtencién de tripomastigotes de sobrenadante de cultivo

Los tripomastigotes de la cepa Y-Br se mantuvieron en cultivos de la linea celular de fibroblastos NIH3T3.
5.10° células NIH3T3, fueron cultivadas durante una noche a 37°C en un Flask T25. Al dia siguiente las células
en una confluencia del 40-50%, se infectaron con 1,7.10° tripomastigotes y se cultivaron otras 48 h a 37°C. Al
dia 4, se les cambiod el medio y se las puso en cultivo a 34°C. El medio fue periddicamente cambiado (cada
48hs), hasta el dia 6-7 cuando se recolectd el sobrenadante que contenia los parasitos. Este sobrenadante
fue centrifugado 5 minutos (min) a 500rpm, y se recupero el sobrenadante (conteniendo a los parasitos) y se
repitio la operacién como modo para quitar los residuos celulares. Posteriormente este mismo

sobrenadante fue centrifugado 20 min a 4400rpm, tras los cuales los pardsitos se depositaron en el fondo
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del tubo. Se descartd el sobrenadante y se conservo el pellet, que fue lavado con PBS al 1% de glucosa a
37°Cy centrifugado 20 min a 4400rpm. Finalmente se resuspendieron los parasitos en PBS al 1% de glucosa
y se contaron los tripomastigotes moviles en camara de Neubauer. Los parasitos asi recuperados sirvieron
tanto para continuar otro ciclo de infecciéon de las células NIH3T3, como para infectar a los ratones de

acuerdo al modelo propuesto.

3. Infeccidn con T. cruzi

Ati 5.000 tripomastigotes cepa Tulahuén . . )
Ratones C57BL/6 WT o genéticamente 10,000 ripomastigotes cepa ¥ 5.000 tripomastigotes cepa Tulahuén
modificados, fueron infectados de forma ﬂ, ﬁ/ ﬁ/
. . . . /-
intraperitoneal con 5.000 tripomastigotes de X ’/"’ X
WT KO:IL17RA KO WT

DA IS

0 10 20 diaspi 0 10 20 dias pi
10.000 de la cepa diluidos en PBS al 1% de Figura 45. Modelo de infeccion. Ratones WT e IL-17RA
KO fueron infectados intraperitonealmente con 5.000
tripomastigotes de la cepa Tulahuén o 10.000
tripomastigotes de la cepa Y de T. cruzi, mientras que

la cepa Tulahuén diluidos en 200uL de PBS, o

glucosa (figura 45). En ciertos experimentos

particulares se utilizaron otras dosis que se

especificaron tanto en el texto como en la animales IL-17A/F DKO vy sus controles WT se infectaron

. . L. con 5.000 de la cepa Tulahuén.
leyenda de la figura. Las dosis de parasito

fueron seleccionadas de forma que la mayoria

de los ratones WT sobreviven la etapa aguda de infeccidon y progresan a la cronicidad. Segun el caso, los
animales se sacrificaron a distintos tiempos de infeccidn para realizar estudios en distintos érganos, o bien
se controlaron periédicamente a fines de establecer su sobrevida y progresion a la infeccion. Ratones no

infectados se utilizaron como control en muchos de los experimentos, segun se indica en cada caso.
4. Determinacion de la parasitemia

Para la determinacion de la parasitemia, se contaron en camara de Neubauer los tripomastigotes méviles
presentes en una dilucién 1/10 o 1/20 de la muestra de sangre con una solucién de cloruro de amonio al

0.87% que lisa los gldbulos rojos.
5. Monitoreo de la infeccidn aguda

Los controles de sobrevida se realizaron generalmente cada 48 h y cada 24 h en tiempos cercanos al pico de
parasitemia (dia 20 pi). También se evallo el estado general de los animales. Segln las normas de cuidado
de animales, los ratones que mostraron una pérdida del peso corporal de mas del 20% del peso original

fueron sacrificados.
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6. Obtencion de tripomastigotes (Cepa Tulahuén) de sangre de ratén

La sangre de ratones infectados para pase se centrifugd durante 10 min a 2200 rpm para separar la masa
globular del suero y se colocd durante 2 h en estufa de 37°C. Durante el tiempo transcurrido, los parasitos
moviles migraron de la zona globular al suero. Posteriormente se separd el suero rico en tripomastigotes y
se centrifugd a 13.000rpm por 10 min. El pellet de parasitos se lavo dos veces con RPMI siguiendo el mismo
proceso de centrifugacion a altas velocidades y luego se resuspendié en RPMI completo. La cuantificacion de

los mismos se realizé en cdmara de Neubauer.
Tratamiento in-vivo de ratones

En aquellos tratamientos que requirieron inyecciones endovenosas a repeticidn se alternaron ambos ojos de los

ratones, de acuerdo a recomendaciones para el cuidado de animales de experimentacion
1. Tratamiento neutralizante de IFN-y

La neutralizacion de IFN-y se realizo a través de la inyeccion intraperitoneal de 250ug de un anticuerpo IgG
anti IFN-y (clon R4-6A2), contenidos en 200uL de PBS estéril. El esquema de tratamiento consistié en 4
inyecciones a los dias: 9, 12, 15 y 18 pi. El grupo de ratones control fue inyectado de manera intraperitoneal,
con 250ug de IgG de rata con especificidad no relacionada (en 200uL de PBS estéril), siguiendo el mismo
esquema de tratamiento. La efectividad de la neutralizacién fue determinada al dia 20 pi, a través de la
cuantificacion de IFN-y en plasma. La parasitemia y la actividad de transaminasas hepaticas (determinadas al
dia 20 pi), asi como la sobrevida, se utilizaron como indicadores del efecto del tratamiento. La cinética de
neutralizacidn, relativamente demorada respecto del comienzo de la infeccidon, permitié a los ratones
desarrollar una respuesta temprana de IFN-y (necesaria para el control temprano del pardsito) y se mostré
eficiente en disminuir las altas concentraciones de esta citoquina en dias criticos para el balance entre

respuesta inflamatoria y regulatoria.
2. Tratamiento de deplecién de neutroéfilos

Ratones WT e IL-17RA KO infectados fueron inyectados en el seno retro-orbital (via endovenosa) con 250 ug
de un anticuerpo IgG anti-Ly6G (clon 1A8) contenidos en 100uL de PBS estéril. El esquema de tratamiento
consistio en cuatro inyecciones del anticuerpo, efectuadas a los dias 9, 12, 15 y 18 pi. Como control, se
trataron de igual modo, 250 ug de 1gG de rata con especificidad no relacionada. A los 20 dias de infeccidn (2
dias después de la ultima inyeccién), algunos animales fueron sacrificados mientras que a otros se les

monitored la sobrevida. Para determinar la eficiencia de la deplecidn se evalud, por citometria de flujo, la
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presencia de neutrdfilos (CD11b+Grl+Ly6G+) en bazo, higado y sangre de los animales sacrificados. Para
determinar el efecto bioldgico del tratamiento, se evalud la produccion de IL-10 por células de bazo e
higado, las concentraciones plasmdticas de IFN-y, la actividad de enzimas hepaticas, la parasitemia vy
sobrevida. El esquema de inyecciones escogido permitié una respuesta temprana de neutrdfilos, importante
para contener la infeccidn inicial, a la vez que posibilitd la disminucidn consistente de neutrdfilos en el

periodo de tratamiento.

3. Transferencia adoptiva de neutréfilos

e Estudio de reclutamiento de neutrdfilos a tejidos

El reclutamiento de neutrdfilos a distintos tejidos se ensayd a través de transferencia endovenosa de células
marcadas con moléculas fluorescentes y su posterior cuantificacion en drganos. Células Ly6G+ (Neutroéfilos)
de médula dsea de un pool de ratones WT e IL-17RA KO no infectados, fueron purificadas por seleccién
positiva con perlas magnéticas. Posteriormente, los neutrofilos WT fueron tefiidos con el colorante vital
CFSE, mientras que los neutréfilos IL-17RA KO fueron tefiidos con el colorante vital SNARF-1. Ambos
colorantes pueden ser distinguidos entre si ya que emiten fluorescencia en distintos canales/detectores).
Iguales cantidades (5.10° células) de neutréfilos WT/CFSE y KO/SNARF-1 resuspendidos en 100ulL de PBS
fueron transferidos simultdaneamente y de forma endovenosa (seno retro-orbital) a animales WT e IL-17RA
KO normales o infectados al dia 20 pi con T. cruzi. A las 3hs, los animales fueron sacrificados y sus distintos
organos y tejidos se analizaron por citometria de flujo. La presencia de neutréfilos WT/CFSE y KO/SNARF-1
fue evaluada en sangre, médula ésea, bazo e higado. Es importante mencionar que se eligio, para realizar
estos ensayos, el dia 20 pi porque ademas de ser un dia clave para los estudios de esta tesis, coincide con el

pico de pardsitos y quemoquinas en sangre (citar figuras de las cinéticas de parasitemia y quemoquinas).
e Estudios la capacidad protectora de los neutréfilos en la infeccion

La proteccién mediada por neutrdfilos se ensayo transfiriendo adoptivamente estas células en ratones WT e
IL-17RA KO infectados y analizando la progresion de la infeccion. Los neutréfilos fueron purificados por
seleccion positiva de médula dsea de animales WT no infectados utilizado perlas magnéticas especificas para
Ly6G. Posteriormente, ratones WT e IL-17RA KO infectados recibieron cuatro inyecciones endovenosas,
conteniendo cada una 5.10° neutrdfilos en 100ulL de PBS. Las transferencias tuvieron lugar a los dias 9, 12,
15, 18 pi. Como controles se utilizaron animales WT e IL-17RA KO infectados que recibieron, bajo el mismo
esquema, inyecciones de 100uL de PBS. Para determinar el efecto bioldgico del tratamiento, se evaluaron

las concentraciones plasmaticas de IFN-y, la parasitemia y sobrevida. Las inyecciones se realizaron cada 3
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dias considerando la corta vida media de los neutréfilos transferidos. El tratamiento fue relativamente
tardio en la progresidn de la infeccidn porque se pretendié evaluar el rol de los neutréfilos en la modulacion

de la actividad adaptativa.
e Estudio comparativo del efecto de la transferencia de neutréfilos WT y IL-10KO

La comparacion de la capacidad protectora de neutréfilos WT con la de neutrdfilos incapaces de producir IL-
10 (IL-10KO), tuvo lugar a través de la transferencia con uno u otro tipo de célula en ratones WT infectados.
Especificamente, 2.10° neutréfilos WT o IL-10 KO purificados por seleccidn positiva a partir de médula 6sea
de ratones WT o IL-10 KO fueron transferidos de manera endovenosa (seno retro-orbital) en ratones WT
infectados con T. cruzi. Se utilizd6 exactamente el mismo disefio experimental y analisis que en el
experimento descripto en el pdrrafo anterior Se transfirieron soélo hospedadores WT porque, en

experimentos previos, los ratones IL-17RA KO mostraron baja capacidad de reclutar neutroéfilos transferido

4. Transferencias adoptivas de linfocitos T CD8+
e Evaluacidon del papel de la sefializacidon de IL-17RA intrinseca en el mantenimiento de los linfocitos T

CD8+

En primer lugar, se realizaron ensayos destinados a evaluar la contribucion de células T CD8+ inyectadas a la
respuesta CD8 total en ratones WT e IL-17RA KO inmunocompetentes. Para ello, se realizd la transferencia
adoptiva de 3.10° linfocitos T CD8+ purificados de bazo de animales WT CD45.1 por seleccidn negativa con
perlas magnéticas en el seno retro-orbital de hospedadores inmunocompetentes WT (CD45.2) e IL-17RA KO
(CD45.2).. Inmediatamente después los animales fueron infectados con T. cruzi y a los 20 dias pi se
sacrificaron. La contribucion de las células transferidas o exdgenas (CD45.1+) respecto de la poblacién

enddgena (CD45.2+), se evalud por citometria de flujo en bazo.

Como alternativa, se realizaron experimentos transferencia adoptiva competitiva que implicaron la
inyeccion simultdnea de linfocitos T CD8+ de ratones WT e IL-17RA KO en hospedadores WT
inmunocompetentes. Luego de su purificacion por seleccién negativa con perlas magnéticas, 3.10° de células
T CD8 CD45.1 (WT) y 3.10° de las células T CD8+ CD45.2 (IL-17RA KO) (relacién 1:1) contenidos en 100uL de
PBS, fueron inyectados en ratones CD45.1.2 (F1 CD45.1xCD45.2). Alternativamente y segun se indica en el
texto y las respectivas leyendas de las figuras, se utilizaron como hospedadores ratones cD8a™".

Inmediatamente después de la transferencia, los ratones hospedadores fueron infectados como antes se
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detalla. A distintos dias pi la relacién entre células CD45.1+ y CD45.2+ fue determinada en sangre, bazo e

higado.
e Ensayos de proteccion

Los ensayos de proteccidn involucraron ratones CD8a” que carecian de células T CD8+ enddgenas. 7.10° de
células T CD8+ purificadas de bazo de animales WT e IL-17RA KO no infectados, fueron transferidas de forma
independiente en distintos grupos de ratones CD8a”". Inmediatamente después, los animales fueron
infectados intraperitonealmente con 200 tripomastigotes contenidos en 200uL de PBS. Es relevante
mencionar que la gran susceptibilidad ratones CD8a” frente al parasito requirid utilizar un modelo de
infeccion con un numero notablemente menor de tripomastigotes que el usual. Al primer dia post-
infeccion, se tomd una muestra de sangre de todos los animales, en donde se evalud el porcentaje de

células T CD8+ transferidas como control de transferencia equiparable.
Muestras de sangre y suero
1. Sangre

La sangre de ratones a distintos tiempos de infeccion y controles no infectados, fue recolectada a partir del

seno venoso retro-orbital utilizando pipetas Pasteur de vidrio en presencia de 10ulL de heparina.
2. Suero

Para la determinacion de enzimas o citoquinas en plasma, la sangre se centrifugd 5 min a 2500 revoluciones

por minuto (rpm). Se separd luego el plasma del paquete globular y se conservo a -80 °C hasta su analisis.
Lisados celulares

Para la determinacién de quemoquinas y G-CSF, bazo e higado de ratones WT e IL-17RA KO a distintos tiempos
de infeccion fueron homogeneizados en PBS que contenia 0.5% albumina sérica bovina, 0,4M de NaCL, 1mM de
EDA, 0,05% Tween 20 y una mezcla de inhibidores de proteasas. Posteriormente, el lisado fue centrifugado a
10000g por 10 min y los sobrenadantes fueron recolectados y analizados para los distintos analitos. Los

resultados fueron normalizados a la cantidad total de proteinas. La técnica fue adaptada de Souza y col. [319].
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Suspensiones celulares

1. Células de bazo

Una vez sacrificados los animales, se extrajeron distintos érganos en esterilidad. Los bazos se colocaron
sobre mallas metalicas de acero inoxidable alojadas dentro de capsulas de Petri de 30mm conteniendo 3mL
de PBS (GIBCO) al 2%SBF. Con ayuda de émbolos estériles, estos tejidos se disgregaron mecanicamente,
formando suspensiones celulares que se centrifugaron 5 min a 2000 rpm. Con fines de destruir los glébulos
rojos, los pellets celulares fueron tratados con 3mL de buffer de lisis (buffer Tris-HCl, pH=7,5, a una
concentracion de 8,3g/L de NH,CI, Sigma). Transcurridos 5 min, se agregaron 7mL de PBS-SBF2% para
inactivar la lisis y los leucocitos resultantes se lavaron dos veces (cada lavado consistié en agregar PBS-SBF
2%, centrifugar 5 min a 2000 rpm y descartar el sobrenadante). Finalmente las células se resuspendieron en
PBS-SBF 2% y se mantuvieron en hielo hasta su uso. La cantidad de leucocitos viables se determiné

contando en camara de Neubauer una dilucidn de las células en el colorante vital Azul de Tripan (GIBCO).

2. Células de higado

Los higados se colocaron mallas metalicas de acero inoxidable alojadas dentro de capsulas de Petri de 60mm
conteniendo 6mL de PBS al 2%SBF. Con ayuda de émbolos estériles, estos tejidos se disgregaron
mecanicamente, formando suspensiones celulares que fueron centrifugadas 5 min a 2000 rpm. Se lisaron los
glébulos rojos igual que en el bazo (utilizando en este caso sélo 1mL de buffer de lisis) y posteriormente se
realizd una separacion de leucocitos por gradiente de densidad de Percoll ( Sigma). El pellet de células
obtenido tras la lisis y los lavados, se resuspendié en 4mL de Percoll al 35% en RPMI y se depositd
cuidadosamente sobre 2,5mL de Percoll al 70% en PBS. Los gradientes resultantes se centrifugaron 20 min a
600g, sin aceleracidn ni freno, y a temperatura ambiente. Se descarto la fase superior (residuos celulares) y
se conservo la interface donde se ubicaron los leucocitos. Los leucocitos asi obtenidos se lavaron dos veces y

se preparo la suspension celular de igual modo que la de bazo.

3. Células de ganglios linfaticos subcutaneos

Los ganglios linfaticos subcutdneos se colocaron sobre mallas metalicas de acero inoxidable en cadpsulas de
Petri de 30mm conteniendo 3mL de PBS al 2%SBF. Con ayuda de émbolos estériles, estos tejidos se
disgregaron mecanicamente, formando suspensiones celulares que se centrifugaron 5 min a 2000 rpm. Las
suspensiones celulares se lavaron dos veces para eliminar residuos lipidicos y se resuspendieron igual que

bazo.
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4. Células de médula 6sea

Una vez sacrificado el animal, se separaron tibias y fémures del tejido muscular. Seguidamente, se cortaron
con tijera ambos extremos de estos huesos y se obtuvo la médula ésea mediante lavados con presién
moderada con 2 ml de PBS-SBF 2% utilizando una jeringa de tuberculina (ImL desde cada extremo del
hueso). La suspension celular obtenida de cada hueso (fémur y tibia) se recolectd en un Unico tubo, se
centrifugd y sometio a lisis de la misma forma que a las células del bazo. Los leucocitos resultantes se

lavaron dos veces y se resuspendieron de modo convencional.
Cultivos celulares y sobrenadantes de cultivo
1. Cultivos primarios y sobrenadantes de cultivo

Para cultivo celular, las suspensiones celulares se centrifugaron y, segun se indica en cada caso, se llevaron a
una concentracion desde 2.10%/mL a 20.10°/mL en RMPI completo (RPMI al 10% de SBF, 0,002M de L-
glutamina, 50uM de 2-mercaptoetanol, y 40ug/mL de gentamicina). Segun las particularidades de cada
experimento y como se indica en las leyendas de las figuras, las células se cultivaron a lo largo de un nimero
variable de h, en medio solo o en presencia de distintos estimulos. Los cultivos se hicieron a una atmdsfera
constante de 5% de CO, y 37 °C. En todos los casos, con excepcion del estimulo anti-CD3/ anti-CD28, se
utilizaron placas fondo en U de 96 pocillos con capacidad de 200uL/pocillo. Cuando fueron requeridos, los
sobrenadantes de tales cultivos, se recolectaron en placas de 96 pocillos y se conservaron a -80 °C hasta su

andlisis.

e Estimulos con PMA/lonomicina (citometria intracelular, cultivo 5hs): 0,1ug/mL PMA (Sigma) y 0,5ug/mL
lonomicina (Sigma) en presencia de brefeldina A (eBiosciences), monensina (eBiosciences), o GolgiStop
(BD Biosciences)

e Estimulos con bajas dosis de PMA/lonomicina (sobrenadante de cultivo, cultivos de 48hs): 10nM PMA
(Sigma) y 0,5ug/mL lonomicina (Sigma).

e Estimulos con anticuerpo anti-CD3 y PdBU (sobrenadante de cultivo, cultivos de 48hs): 2ug/mL anti-CD3
soluble (BD Biosciences) y 50mM PdBU (Sigma).

e Estimulos con PAM;CSK, (sobrenadante de cultivo, cultivos de 48hs): 1ug/mL (Invitrogen)

e Estimulos con anticuerpos anti-CD3/ anti-CD28 (ensayo supresion, cultivos de 5 dias): 2ug/mL de cada

uno (BD Biosciences). En este caso se sensibilizaron las placas fondo plano de 96 pocillos con 50uL de la
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dilucion de anticuerpos en PBS, a 4°C durante toda la noche. Precio a los cultivos, las placas se lavaron
dos veces con PBS.

e Estimulos con tripomastigotes vivos (sobrenadante de cultivo, cultivos de 48hs): Neutrdfilos fueron
estimulados en una relacién 1:1 con tripomastigotes vivos de la cepa Tulahuén.

e Estimulos con péptidos (TSKB20 y PA8) de proteinas de T. cruzi (citometria intracelular, cultivos 5hs):
para estudios de funcionalidad, los linfocitos T CD8+ fueron estimulados con 5ug/mL de TSKB20
(Genscript Inc.), en el caso de ratones infectados con la cepa Tulahuén; y alternativamente con 5ug/mL
de PA8 (Genscript INc.) en el caso de ratones infectados con la cepa Y. Estos cultivos se hicieron en

presencia de brefeldina A o monensina (eBiosciences).

2. Cultivos de lineas celulares

e Hibridoma productor de IFN-y (clone R4-6A2): Este hibridoma se mantuvo en RMPI completo con HEPES

(Cell gro) 25mM en estufa a 372C y a una atmdsfera de 5% CO2. Los sobrenadantes de cultivo fueron
recolectados sistematicamente cada 7 dias y almacenados a -20°C para su posterior concentracion’y
purificacién (ver seccion Reactivos, Anticuerpos para tratamientos).

e Linea celular de fibroblastos NIH3T3: Esta linea celular se mantuvo en cultivo en DMEM suplementado

con 10% SBF (PAA) y 0,002M de L-glutamina, hasta el 90% de confluencia (en estufa a 372C y a una

atmdsfera de 5% CO,). Para su repique fueron tratadas con Tripsin-EDTA 0.25% (Gibco).
Purificacion de poblaciones celulares
1. Cell sorting

Las suspensiones celulares obtenidas seguin los procedimientos descriptos previamente, se centrifugaron y
lavaron dos veces con MACS buffer (PBS suplementado con 2mM de EDTA y 0,5% de SBF y filtrado con filtro
0,22um). Posteriormente, las células fueron contadas con Azul de Tripan en camara de Neubauer y diluidas a
una densidad de 500.10° de células/mL en MACS buffer. A esta suspension se le agregaron los anticuerpos
requeridos y se la incubd a 4 °C por 20 min. Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron 2 veces con
MACS buffer, se resuspendieron en una densidad de 50.10° células/mL en el mismo buffer y se filtraron con
un cell strainer de 0.40um (Falcon Corning Brand, EEUU) para evitar agregados celulares. Las poblaciones de
interés fueron obtenidas por fluorescence-activated cell sorting en un equipo FACSAria Cell Sorter (BD
Biosciences). Las células purificadas se recolectaron en tubos estériles conteniendo 1-2 mL de RMPI

completo con una concentracidn doble de SBF y gentamicina (20% y 40ug/mL respectivamente). En todos
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los casos la pureza de las poblaciones fue mayor al 98%. Tras 2 lavados, las células se resuspendieron en 2mL
de RPMI completo a una concentracién doble de gentamicina (40ug/mL) y se dejaron 30 min en estufa a 37
°C y 5% de CO,. Transcurrido ese tiempo, se cuantificaron las células viables contando en cdmara de

Neubauer con el colorante vital Azul de Tripan.

Para la purificacion de neutréfilos (CD11b+Grl+), células NK (NK1.1+CD3-), células T CD8+ (CD8+CD3+),
Células T CD4+ (CD4+CD3+) y fraccion negativa (ninguna de las anteriores) se utilizd una tincidon
multiparamétrica con CD11b-FITC, CD4-PE, CD8-PECy7, CD3-PerCPCy5.5, NK1.1 Alexa fluor 647, Grl- Alexa
fluor 750. Mientras tanto, para el enriquecimiento de linfocitos T CD8+ (CD8+CD3+) se utilizé la tincion con

CD8-PECy7 y CD3-PerCPCy5.5.
2. Perlas magnéticas

Una vez obtenidas las células de médula ésea segun procedimientos descriptos previamente, se realizo la
purificacién de neutrdfilos por seleccién positiva utilizando el kit Anti-Ly-6G MicroBead Kit mouse (Miltenyi

Biotec), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Por otro lado, se purificaron linfocitos T CD8+ de bazo por seleccidon negativa utilizando el kit Anti-Ly-6G

MicroBead Kit y CD8a" T Cell Isolation kit Il (Miltenyi Biotec), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Marcacion de células con colorantes vitales

Las distintas poblaciones de células a tefiir fueron lavadas y diluidas a una densidad de 20.10° células/mL con
PBS-SBF 1%. A esta suspensidn celular se le agregé igual volumen de una solucion de CFSE o de SNARF-1, segun
corresponda. Las concentraciones de las soluciones de CFSE variaron de acuerdo al tipo de ensayo y fueron
0.5uM para los ensayos de supresion, 1uM para los ensayos de reclutamiento de neutrofilos, 2 y 20uM para los
ensayos de citotoxicidad in vivo. Mientras tanto la concentracion de SNARF-1 fue de 1uM (ensayo de
reclutamiento de neutréfilos). La mezcla células/colorante vital a la concentracion indicada, fue incubada por 8
min a 37°C, y posteriormente se agregd 1 ml de RPMI completo gota a gota para inactivar la tincién. Las células
marcadas fueron posteriormente lavadas con RPMI completo y se mantuvieron en reposo durante 30 min a 37°C
antes de su recuento en cdmara de Neubauer con azul de tripan. Con objeto de transferirlas a ratones vivos, se

las lavé 3 veces con PBS y se las llevé a la densidad especificada.
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Ensayos celulares
1. Determinacion de moléculas de superficie por citometria de flujo

El pellet de 2x10° de células fue resuspendido en 20uL de PBS-SBF 2% conteniendo las diluciones apropiadas
de los anticuerpos conjugados a fluorocromos especificos para distintas moléculas de superficie a
determinar,. Luego de 20 min de incubacion, las células fueron lavadas y resuspendidas en PBS al 2% de SBF.
Finalmente se adquirieron en un citémetro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences) y se analizaron en este y

todos los casos con el software FlowJo.
2. Determinacion de moléculas intracelulares por citometria de flujo

La determinacién de citoquinas intracelulares se realizé por citometria de flujo luego del cultivo de 2.10°
células con inhibidores del transporte vesicular (monensina, brefeldina o GolgiStop) en presencia/ausencia
de los estimulos apropiados. Los estimulos utilizados se especifican en las leyendas de las figuras y en la
seccion “Cultivos Celulares”. Transcurridas 5 h de cultivo, las células fueron lavadas y tefiidas de forma
superficial con anticuerpos requeridos para identificar las distintas subpoblaciones, como se indica en cada
caso. Finalmente, las células fueron lavadas, fijadas y permeabilizadas con los buffers comerciales
Cytofix/Cytoperm y Perm/Wash (BD Biosciences), siguiendo instrucciones del fabricante. La tincién con los
anticuerpos especificos para moléculas intracelulares, se hizo a temperatura ambiente en Perm/Wash, por
un periodo de 30 a 60 min. Tras un ultimo lavado, tuvo lugar la adquisicion de las células en el citdbmetro de

flujo.
3. Determinacidn por citometria de flujo de la actividad supresora de los neutréfilos

El ensayo de actividad supresora de neutréfilos consistid en evaluar la proliferacion de esplenocitos
normales en presencia o ausencia de neutréfilos WT e IL-17RA KO. Especificamente, esplenocitos de ratones
WT fueron tefiidos con 0,5 uM de CFSE. Mientras tanto neutréfilos de bazo fueron identificados como
CD11b+Ly6G+ y purificados a través de Cell Sorter. 5.10° células esplénicas tefiidas con CFSE y estimuladas
con anticuerpos anti-CD3 + anti-CD28 (2ug/mL cada uno), fueron cultivadas durante 5 dias, solas o en
presencia de 1.10° neutréfilos WT o IL-17RA KO. Asimismo, en algunos cultivos se neutralizé IL-10 con
10ug/mL de anticuerpo anti-IL-10R. Transcurrido el tiempo de cultivo, se evalud por citometria de flujo la
dilucion de CFSE como medida de la proliferacion celular, asi como la produccion de IFN-y en las células
CD3+. Los datos de proliferacion celular se normalizaron a la condicion basal: esplenocitos cultivados en

ausencia de neutrdfilos y de anticuerpos anti-IL-10R (100% de proliferacion).
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4. Cytospin (caracterizacion morfolégica de neutrofilos)

Neutroéfilos de bazo e higado, purificados por la técnica de cell sorting fueron lavados dos veces con PBS al
2% de SBF y llevados a una concentracién de 20.10° células/mL, con el mismo buffer. 100uL de esta
suspension celular se colocaron en los adaptadores (pocillo, papel secante y vidrio tipo porta) de la
cytocentrifuga que se puso en funcionamiento por 6-7 min a velocidad intermedia. Los vidrios donde las
células se depositaron, se dejaron secar durante la noche y al otro dia se fijaron y tifieron con May-

Grunwald/Giemsa siguiendo protocolos estandares.
5. Ensayo de citotoxicidad in vivo por citometria de flujo

Células de bazo de ratones WT no infectados fueron pulsadas mediante un cultivo de 1 h en RPMI completo
en presencia de lug/mL de los péptidos de T. cruzi (TSKB20 o PA8 segun se indique) (células blanco). Al
mismo tiempo, esplenocitos WT fueron cultivados en ausencia de péptido (células control). Luego del
cultivo, las células blanco y controles se lavaron dos veces con PBS y se tifleron con CFSE a una
concentraciéon de 20uM y 2uM respectivamente. Terminado el protocolo de tincidn, las células blanco
caracterizadas por una alta tincion con CFSE (CFSE-alto) y las células control identificadas por una baja
tincién con CFSE (CFSE-bajo), se mezclaron en una proporcion 1:1 y se inyectaron en el seno retro-orbital de
ratones WT e IL-17RA KO a diferentes puntos de infeccidon segun se indica. Ratones no infectados fueron
inyectados con la misma mezcla como control. Los ratones fueron sacrificados 18 h después de la
transferencia. Los porcentajes de células CFSE-alto y CFSE-bajo con alta y baja tinciéon con CFSE en la
poblacién CFSE+ fue determinada en bazo mediante citometria de flujo. La frecuencia de muerte se calculd

segun la siguiente formula:

iCFSE-alto: % de células blanco en ratones infectados.
iCFSE-bajo: % de células control en ratones infectados.
nCFSE-alto: % de células blanco en ratones no-infectados.

nCFSE-bajo: % de células control en ratones no-infectados.

% de muerte= 100 - (iCFSE-alto) / (iCFSE-bajo) x 100

(nCFSE-alto) / (nCFSE-bajo)
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6. Ensayos de proliferacion celular con BrdU por citometria de flujo

Para evaluar la proliferacion celular de células T CD8+ totales o especificas para TSKB20 se realizaron
ensayos de incorporacion de BrdU. Para ello, a ratones WT e IL-17RA KO infectados se les ofrecié agua de
beber suplementada con BrdU (1ug/mL) en una solucién de sucrosa 1% cuidadosamente protegida de la luz.
Tras cinco dias de bebida ad libitum de esta solucién, los ratones fueron sacrificados y sus células de bazo
fueron marcadas con anticuerpos de superficie y el tetramero TSKB20/2Kb. La deteccién intracelular de
BrdU fue determinada con BrdU Flow kit (BD Biosciences) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Brevemente, las células se fijaron 30 min con buffer CytoFix/CytoPerm, se lavaron con el buffer Perm/Wash'y
se volvieron a fijar por 10 mins con el buffer Cyto Perm Plus, siempre a 4°C. Tras otro lavado con el buffer
Perm/Wash, se incubaron 5 min con el buffer Cyto Perm Plus y se volvieron a lavar. Posteriormente se
trataron 1 h a 37°C con DNAsa (4 U/mL), se lavaron y se tifieron con un anticuerpo especifico para BrdU

conjugado con FITC. Finalmente las células se lavaron y adquirieron en el citdmetro de flujo.

7. Estudios de viabilidad y apoptosis celular por citometria de flujo

* Anexina V y 7-amino-actinomicina D (7AAD)

La apoptosis celular de células T CD8+ se determiné mediante la marcacién de las mismas con Anexina V
(proteina que une fosfatidilserina, un fosfolipido que se expresa en la membrana externa de células en
apoptosis o necrosis) y 7-AAD (compuesto fluorescente que une ADN de células que perdieron la integridad
de membrana o necréticas). Células de bazo de ratones WT e IL-17RA KO infectados a distintos dias pi
fueron incubadas con anticuerpos anti-CD8 y el tetramero TSKB20/Kb y posteriormente marcadas con
Anexina V y 7-AAD siguiendo las especificaciones del fabricante. Las células apoptéticas fueron identificadas

como Anexina V+ en la fraccidn negativa para 7-AAD.
e Tincién con TMRE: Determinacién del potencial de membrana mitocondrial

EL TMRE es un colorante permeable a la membrana celular que emite fluorescencia en el canal de la
ficoeritrina (PE). Por su carga positiva se acumula en mitocondrias activas que tienen una carga relativa
negativa, asi las mitocondrias de-polarizadas o inactivas poseen un menor potencial de membrana y fallan
en secuestrar TMRE. Células de bazo de animales WT e IL-17RA KO a los 10 y 20 dias de infeccion fueron
lavadas en buffer HEPES 25mM vy tefiidas en una solucion de TMRE 1nM en buffer HEPES por 30 min a 37°C.

Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron y adquirieron inmediatamente en el citometro de flujo. Las
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células apoptoticas fueron identificadas como TMRE de baja expresiéon, una vez excluidas las células

necréticas (TMRE-).
8. Determinacidn por citometria de flujo de la movilizacién de CD107a a la superficie celular

Como determinacion indirecta de la capacidad citotoxica se realizaron ensayos de degranulacién basados en
la determinacién de la movilizacién de CD107a a la superficie celular. La molécula CD107a es una proteina
intracelular ampliamente expresada en la membrana lisosomal/endosomal y puede expresarse de forma
transitoria (ya que se internaliza rapidamente por la via endocitica) en la superficie de las células T CD8+ y
NK luego de que las mismas degranulan. Para determinar la movilizacion de CD107a a superficie en
respuesta al estimulo péptido especifico o mitogénico, se realizaron cultivos de forma similar que para
determinacion de citoquinas intracelulares pero en presencia del anticuerpo anti-CD107a conjugado a un
fluorocromo desde el inicio del cultivo. Ademas, se utilizd monensina y brefeldina A considerando que la
monensina ademads de impedir el transporte vesicular, impide la acidificacion de lisosomas y previene
entonces la desnaturalizacidn del anticuerpo que pueda haberse internalizado como consecuencia de la

endocitosis del CD107a.
Ensayos en sobrenadantes de cultivos, suero y lisados celulares
1. Cuantificacion de la actividad de transaminasas hepaticas ALT y AST

La actividad de transaminasas hepaticas en suero de animales infectados y normales se realiz6 utilizando el

kit Transaminasas 200 (Wiener Lab.), siguiendo instrucciones del fabricante.
2. Cuantificacion de citoquinas y quemoquinas por ELISA

La determinacidon de citoquinas en sobrenadantes de cultivo o sueros se realizaron con kits de ELISA
comerciales, segun especificaciones del fabricante. Brevemente, placas de 96 pocillos high binding fueron
sensibilizadas a 4°C durante la noche con 25ul de una dilucién del anticuerpo de captura en el buffer de
sensibilizacion apropiado para cada analito (buffer carbonato pH 9,6; buffer fosfato pH 9; o PBS pH 7,2).
Posteriormente y luego de 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0,01%, las placas fueron bloqueadas con 100uL
PBS al 10% de SBF durante 2 h y a temperatura ambiente. Después, se descarté el buffer y 25uL de las
muestras (puras o diluidas) y de diluciones seriadas del testigo se incubaron durante toda la noche a 4°C, ().
Seguidamente, las placas fueron lavadas e incubadas 2h a temperatura ambiente con 25ul de anticuerpo
secundario conjugado a biotina diluido en buffer de bloqueo. Posterior a un nuevo lavado, se agregaron

25uL de estreptoavidina conjugada a peroxidasa y se incubaron 45 mina 25°C. Las placas se lavaron 3 veces
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y se incubaron con 40uL del rectivo de color TMB (BD Biosciences), conteniendo el sustrato de la enzimay el
cromdgeno. Entre 5 y 60 min luego del inicié de la reaccidn, la misma se inactivé con acido sulfirico 2N y se

cuantifico la absorbancia a 450nm en un lector de placas.
3. Cuantificacion de citoquinas y quemoquinas mediante un sistema multiplex por citometria de flujo.

Para evaluar las citoquinas IL-17A e IL-17F y quemoquinas CXCL-1 y G-CSF se utilizé la metodologia multiplex
basada en perlas y citometria de flujo, FlowCytomix (eBiosciences) y CBA (BD Biosciences) respectivamente,
segun especificaciones del fabricante. Esta metodologia se basa en el mismo principio que el ELISA
(anticuerpo de sensibilizacidn, anticuerpo secundario conjugado a biotina, sistema de deteccion), pero en
vez de realizarse en fase sdlida se realiza en base soluble mediante el acoplamiento del inmunoensayos a
particulas y la determinacion se realiza por citometria de flujo. Brevemente, se utilizan particulas
sensibilizadas con el anticuerpo especifico para la molécula de interés. Particulas especificas conjudasas con
distintos anticuerpos pueden ser utilizadas simultdneamente (multiplex), ya que las mismas pueden ser
diferenciadas de acuerdo a caracteristicas particulares que combinan su tamafio y/o fluorescencia en un
determinado canal. Estas particulas son incubadas con la muestra y los estandares de concentracién
conocida. La interaccién entre la particula sensibilizada y su molécula a determinar es luego evidenciada,
mediante el agregado de un anticuerpo secundario conjugado a biotina que es también especifico para esa
molécula. Finalmente, las muestras y estandares se incuban con estreptoavidina-PE y se adquieren al
citdmetro de flujo. La intensidad de fluorescencia en el canal PE es directamente proporcional a la
concentracién de la muestra problema, la cual es determinada en relacién a la curva de estandares. Los
pasos a seguir van alternando lavados con PBS al 1% de albumina sérica bovina y varian en duracién segun
tipo de marca del kit comercial. Esta metodologia tiene caracteristicas multiplex, es decir que permite la
determinacion simultanea de distintos analitos. En este trabajo de tesis se determinaron simultaneamente

IL-17A e IL-17F por un lado y CXCL-1 y G-CSF por otro.
4. Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas de los homogenatos tisulares, asi como del anticuerpo anti-IFN-y purificado,
se determinaron por la técnica de Bradford [246], utilizando el kit Bio-Rad Protein Assay Se utilizaron

diluciones de albumina sérica bovina como testigo
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Ensayos de biologia molecular
1. Extraccidon de ADN

La extraccion de ADN de tejido (bazo, higado, corazdn) se realizd a partir de secciones de érganos que se
almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. El ADN total se extrajo empleando reactivo de TRIzol (Life
Technologies) segun instrucciones del fabricante. Brevemente, las muestras fueron homogeneizadas
mecanicamente en 1mL de TRIzol. Posteriormente, se agregaron 0,2mL de cloroformo por cada 1mL de
TRIzol, y se conservaron la fase fenol-cloroformo y la interfase conteniendo el ADN. Tras su precipitacion con
0,3mL etanol al 100%, el ADN se lavé dos veces con una solucion citrato de sodio/etanol (0.1M citrato de
sodio en 10% de etanol, pH=8,5) y luego una vez con etanol al 75%. Finalmente se resuspendid en buffer
Tris-EDTA pH=8. Las concentraciones de ADN se determinaron por espectrofotometria, midiendo

absorbancia a 260nm en BIO TEK microplate spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc.).
2. Extraccion de ARN

La extraccién de ARN de bazo de ratones WT e IL-17RA KO al dia 22 pi se realizd a partir de secciones del
érgano que se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. Mientras tanto, 1.10” de células T CD8+y T
CD8- de bazo de los mismos ratones (WT e IL-17RA KO al dia 22 pi) fueron purificadas a través de cell
sorting, resuspendidas en 1mL de TRIzol, y almacenadas a -80 °C hasta su procesamiento. En todos los casos,
el ARN total se extrajo empleando reactivo de TRIzol (Life Technologies) segun instrucciones del fabricante.
Brevemente, las muestras de tejido y las células purificadas fueron homogeneizadas mecanicamente
(mediante disgregacién con émbolos o pipeteo) en 1mL de TRIzol. Posteriormente, se agregaron 0,2mL de
cloroformo por cada 1mL de TRIzol, y se separd la fase acuosa conteniendo el ARN. Tras su precipitacion con
0,5mL alcohol isopropilico, el ARN se lavé dos veces con etanol al 75% y se resuspendié en 20uL de agua
ultrapure. En algunos casos, segun se indica, el ARN se obtuvo mediante el uso de RNAeasy Mini Kit Qiagen
(Crawly, UK), siguiendo instrucciones del fabricante. Las concentraciones de ARN se determinaron por
espectrofotometria, midiendo absorbancia a 260nm en BIO TEK microplate spectrophotometer o en

nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
3. Retrotranscripcion (RT-PCR)

La sintesis de ADN complementario (ADNc) requerida para la cuantificacion por PCR en tiempo real, se

realizo utilizando reactivos Promega (EEUU). Brevemente, se prepard en hielo una mezcla de reaccién
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conteniendo 2ug de ARN total (templado), 0,8ug de primers oligo(dT) y agua ultrapure hasta un volumen
final de 20uL. La mezcla se colocd primero 5 min a 70 °C y luego se enfrio en hielo. Posteriormente, se
agregaron 6ul de buffer de reaccion 5x (250mM Tris-HCl pH=8,3, 375mM KCl, 15mM MgCI2 y 50mM DTT),
30U del inhibidor de ribonucleasas (RNasas) y 3uL de una muestra de dNTP 10mM; la mezcla se incubd 5
min a 37 °C. Posteriormente se agregaron 60U de la enzima transcriptasa reversa M-MLV RT (Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase), y se incubd durante 1 h a 37 °C. Finalmente la reaccion se

detuvo calentando a 70 °C por 10 min.
4. PCR en tiempo real

La técnica de PCR en tiempo real se utilizdé para cuantificacion de ADN de T. cruzi y transcriptos de IL-17RA.
En el primer caso, los cebadores o primers de secuencia personalizada (Applied Biosystem) especificos para
ADN satélite de T. cruzi (GenBank AY520036), fueron disefiados segun resultados publicados por Piron y col.
[240] vy asociados a sondas o probes tipo TagMan. Ademas, la cantidad de ADN de parasito se relativizo a
GAPDH, utilizando TagMan Rodent GAPDH control Reagent de Applied Byosystem. En el segundo caso, se
utilizaron sondas TagMan Gene Expression Assays con secuencias predisefiadas: Mm00434214 _m1 para IL-
17RA y Rodent 185 ARNr como control. En todos los casos las sondas estuvieron conjugadas a FAM (6-
carboxifluoresceina) y utilizaron TMRA (tetrametilrodamina) como colorante quencher. El secuenciador
utilizado en ambos casos fue ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Perkin-Elmer Applied Biosystem) y el
procedimiento respetd las instrucciones del fabricante para ensayos con sondas probe tipo TagMan. El
andlisis de los resultados se realizé con el software StepOne. Los ciclos umbrales (Ct por sus siglas en inglés,
Cycle threshold) fueron definidos como el nimero de ciclos requeridos para alcanzar un umbral de
fluorescencia arbitrariamente fijado en etapas donde el logaritmo de la sefial se aproximaba a una recta
(fase de expansion logaritmica). Se graficé la cantidad relativa del gen target segun la férmula 2°“ ajustada a

unidades relativas, donde 6Ct es la relacién entre el Ct del gen target y el Ct del gen housekeeping o control.
5. Determinacion del perfil transcripcional

Células T CD8+ purificadas por Cell Sorting de bazo de ratones WT e IL-17RA KO no infectados y al dia 22 piy
lisadas con el reactivo de TRIzol. El ARN fue extraido con RNAeasy Mini Kit (Qiagen), se cuantificd con
Nanodrop 1000 y su calidad fue verificada en Agilent Bioanalyzer. La transcripcidn reversa se realizé en las
condiciones descriptas. El experimento de microarreglos de ADN fueron realizados con GeneChip Mouse
Gen 2.1 ST Array (Affymetrix). La lista de trabajo fue creada con sondas que registraron p<0,05 para todos los

chips, mientras que las sondas superpuestas fueron descartadas. Cada conjunto de datos se corresponde a 3
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replicados biolégicos independientes de las muestras. Los cambios fueron comparados independientemente
para cada muestra. El diagrama de Venn y el andlisis de vias de las expresion sélo contemplaron los genes
cuyo que cambiaron (incrementaron o disminuyeron) su expresion mas de dos veces. Ademas, los analisis de
las vias de expresidn fueron mapeados con los accesos del banco de genes o GenBank generados, en la base

de datos Ingenuity (IPA, http://www.ingenuity.com). Los datos completos de los perfiles de expresién

analizados estan disponibles en la base de datos ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) bajo el

numero de acceso E-MTAB-2438.
Estudios histologicos

Higados obtenidos de ratones WT e IL-17RA KO a distintos tiempos de infeccidén, fueron fijados con
formaldehido y embebidos en parafina. Cortes de 5um de seccién realizados con micrétomo fueron tefiidos con
hematoxilina/eosina segun protocolos convencionales y analizados con microscopio NIKON Eclipse TE 2000-U

acoplado a camara de fotos.
Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 5.0. Segun el tipo de comparaciones y el
diseio del experimento, se utilizaron los siguientes analisis: T de Student, ANOVA de dos via seguidos del post-

test de Bonferroni o el test de Gehan-Breslow-Wilcoxon.
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