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La enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosomae o, afecta a 8
millones de personas e impone una importante carga economica debido a la mortalidad
temprana v discapacidad fisica. Es endémica en América Latina, pero se convirtio en un
problema de salud pablica mundial por la migracion de las personas infectadas. La
progresion  de la enfermedad, desde asinomdtica a grave, estd vinculada a la
heterogencidad de las distintas cepas del pardsito existentes v a una variable respuesta
mmune del hospedader infectado, Se ha informado que la persistencia del pardsito, asi
como la intensidad de la respuesta inflamatoria son determinantes de las manifestaciones
clinicas de la enfermedad [1. 2], A pesar de que la inflamacion es indispensable para la
defensa del huésped [3-14], coando esta desregulada puede contribuir a lesiones tisulares y
disfuncion organica [15-19]., En consecuencia, la identificacion de la naturaleza de las
células ¥ moléculas capaces de mantener la integridad del hospedador, asi como la
replicacion del patogeno, es crucial para la comprension de la patogénesis de la enfermedad
de Chagas v también para el disefio de nuevos enfoques terapéuticos. La fase aguda de la
enfermedad de Chagas en ratones y seres humanos se caracteriza por un estado de
inmunesepresion en el que T oezd se replica extensivamente € induce moléculas inmuno-
moduladoras que retrazan las respuestas de linfocitos (Li) T especificos del parisito. Este
estado de las células T coexiste con la activaciom policlonal de LiB, 1o que sugiere que los

LiB pueden influir en la funcion de LiT v viceversa.

Durante la infeccidn por T, oz, se ba establecido que los LiB tienen un rol protector
fundamental [20], ¥ s ha descripto que los anticuerpos (Acs), los coales son producto de
estas céfulas, pueden ejercer funciones tanto protectoras [21-23] como deletéreas (Acs auto-
reactivos) |24, 25]. 5in embargo, no se han descripto en profundidad mecamsmos gjercidos
por los LiB independientes de su capacidad para producir Acs. Ultimamente, en diversos
modelos experimentales, se han reportado funciones regulatorias tanto para los LiB [26]
como para LiB que expresan CDI138 y que comesponden a estadios de diferenciacion,
denominados plazsmoblastos v/o células plasmaticas (PLACP), siendo las células
plasmaticas (CF) ¢l estadio de diferenciacion terminal [27-30]. La mavoria de los
mecanismos regulatorios, ejercidos por las células mencienadas, involucran la secrecion de
citoguinas [28-31], 5in embargo, queda por esclarecer el posible papel regulador
desempefiado por los LB v los PLACP  wia moléculas mhibitonas expresadas en la
superficie celular. Es por ello que el objetivo de este trabajo de tesis fue: Evaluar la funcion
regulatoria de los LiB y de su producto de diferenciacion, los PL/CP, sobre la respuesta
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inflamatoria disparada en la infeccion con T. cruzd v tratar de identificar alguno de los
mediadores involucrados.

Para ello, utilizamos un modelo de infeccidn en ratones ya descripto ¥y en curso en
nuestro laboratorio, que consiste en la infeccion de ratones C57BL/6 (controles, del Inglés:
WT) con tripomastigotes del T ower cepa Y-br, Para lievar a cabo nuestro objetivo
empleamos ademas ratones muMT, los cuales son ratones modificados genéticamente
deficientes en LiB maduros. Observamos gue los ratones muMT infectados presentan una
prematura mortalidad pero son capaces de controlar la replicacion del T cruzi. Los ratones
muMT infectados presentaron un aumento significativo en la concentracion plasmaitica de
[FMy ¥ TNF, en comparacion a ratones WT infectados; sugiriendo que en avsencia de LiB
Ia infeccién dispara vna exacerbada respuesia inmune pro-inflamatona, En particular, los
ratones muMT infectados presentaron alteraciones clinicas y bicguimicas asociadas a
elevados niveles de THF en suero, ¥ una correlacidn entre la concentracidn de THNF v su
miortalidad. El blogqueo de TNF promovid una recuperacion inicial en €l peso corporal de
los ratopes mubT infectados ratados, pero a dempos ardios los mlones murieron por
exacerbacion de la respuesta pro-inflamatoria. En correlacidon con 1o incrementados
valores de THFE en plasma, 1oz ratones muMT infectados prezentaron un mayor porcentaje
v numere relativo de células productoras de THF en bazo v pganglios linfiticos. En
particular, la composicion de la poblacion secretora de TINF de los ratones muMT
infectados con respecto @ ratones WT infectados fue diferente; comrenia un mayor
porcentaje de LiT CD4'Ly6C", LiT CDE'Ly6C" v de células con fenotipo de neutrdfilo
LybGTLy6C", A su vez, siendo los LiT CDM4° 1a mavoria de las célulag productoras de TNF
en ambas cepas de ratones, los LiT CD4" de ratones muMT infectados presentaron un
perfil pro-inflamatorio mas exacerbado que sus andlogos en rarones WT infectados, v la
transferencia de LiT CDM" de ratones muMT infectados a ratones WT infectados alterd el

perfil de los LiT CD4” en los ratones receptores y aumento la secrecion de [FNy sistémico,

Debido a que las alteraciones presentes en los ratones muMT infectados se producen en
ausencia de los LiB, evaluamos los cambios fenotipicos v funcionales que sufre esta
poblacion celular durante la infeccidn en los ratones WT, para asi poder identificar a las
poblaciones regulatorias B, Observamos que los Li B sufrieron una expansion inicial y
pOSteTior contraccion anto en bazo como en ganglios linfaticos, v que se generaron LiB de
centro germinal (CG) y CP. Evaluando posibles mediadores regulatorios, observamos que
durante la infeccidn con T, cruzd los LiB vy CP produjeron las citoquinas IL 10, TGFp e IL6

v expresaron significativamente el Ligando 1 para el receptor FDI (FPDL1 )
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Por medic de ensayos de eliminacidn de LiB v PL/CP, dentro de las células
esplénicas de ratones infectados, evidenciamos que los LiB son capaces de regular
negativamente, i vitre, a células secretantes de THFE a través de un mecanismo dependiente
de contacto celular ¥ que dicha funcidn se abolié con €l blogqueo de PDLI. Con el mismo
tipo de ensayos evidenciamos gue los PLACP generadas durante [a infeccion también son
capaces de regular negativamente a células secretantes de TNF ¢ IFNy in vitro presentes ¢n

esplenocitos de ratones WT infectados.

Al caracterizar en mavor profundidad a las CF de los ratones infectados con T, onisd,
determinamos que las CP se ubican en focos extrafoliculares (EF), expresan CD1le, PDL1
¥ olros receptores asociados a funcionss supresoras como PDL2 vy CD39. Demostramos
que PDLI se induce en logs LiB a través de estmulos como ligandos de Tall,
tripomastigotes de T, cmezf @ IFMy, v que CP peneradas fn vifre, al 1gual a lo determinado i
wivg, presentaron mavor expresion de PDL1 que LiB activados. En base a este dato
decidimos expandir, & wire, a los LiB PDL1" para poder evaluar la funcidn supresora de
£stas ¢flulas. Contrariamente a fo esperado, observamos que LiB activados con ligandos
de TLR, o pardsitos ¢ IFMNy o combinaciones de ellos v gue expresan PDLI mdujeron la
secrecion de TNF y de IFNy por células esplénicas sin LiB (NoB) de ratones infectados. En
estas condiciones experimentales los LiB parecian tener mas una funcion presentadora de

antigenos (Ag) que una funcion regulatoria,

Para poder comprender este Oltimo resultado evaluamos el perfil fenotipico de los
LiB y de las CF de los ratones infectados con T cruzr ¥ los comparamos con el perfil de los
LiB activados i witrp con los estimuelos arriba mencionados, Observamos que las CF de los
ratones infectados con T. o expresaron menos miveles de CDED vy MHCII, y mayores
niveles de FDL1 v CD3% que LiB estimulados i wive, Los resultados indican que los LiB v
CP de los ratones infectados que ejercen una funcidn regulatoria renen un fEnotipo
particular que no es expresado por sus equivalentes obtenidos i vitrg v que el solo aumento

de la expresion de PDL1 en LiB o CP no garantiza una funcion regulatona.

En conclusion general, en la presemte tesis docroral, determinamos que las CP
generadas en la infeccion com T, crued son capaces de ejercer funciones adicionales a las de
secretar Acs, como e la de gjercer una funcidn regulatoria de células secretantes de THEF e
IFHy, a traves de la expresion de PDLI.

Palabraz  Clave: Tryponosomea oruzi, Enfermedad de Chagas, Linfocitos B
regulatorios, Células Plasmaticas regulatorias,
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1.1] Enfermedad de Chagas: Generalidades

La enfermedad de Chagas, causada por el pardsito protozoario Trypanosoma orzf, ¢s
una enfermedad tropical que afecta cerca de 8 millones de personas y se distribuye
principalmente én Ameérica latina, siendo Argentind una de sus zonas endemicas. En los
nltimes afios, los casos de infeccidn por transfusiones de sangre v trasplantes de Grganos
han adguindo relevancia en areas no-endémicas debido a la migracién poblacional desde
arcas endémicas, Ademas, esta infeccron ha sido dentificada como re-emergente después
de estados de inmunosupresion, transitorios o permanentes, ocasionados por drogas
inmunosepresoras o por la mfeccidon con Yirus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)
[24, 32].

La enfermedad se manifiesta con 3 estadios: agudo, indeterminado v crdnico. El
periodo agedo cursa con fripomastigotes (forma flagelada e infectante del pardsito)
circulantes en sangre v con disturbios inmunologicos vanables. Es sintomatica solo en el
1% de los casos, en los que se presenta con fichre, fatiga, inflamacion del sitio de infeccion
y ganglios linfiticos indurados. En general, el episodio agudo se resuelve sspontaneamente
en dos meses v es seguido por una fase denominada “indeterminada”, silente,
caracterizada por 1a ausencia de parasitos circulantes. Prosigue a ésta etapa la fase cronica,
caracterizada por la presencia de pardsitos en diferentes organos tales como corazon,
esOfago, colon v/o sistema nervioso central (SNC) y penfénco. En aproximadamente un
tercio de los individuos infectados, el estadio crdnico se presenta con alteraciones cardiacas
(agrandamiento de corazon, miocardiopatia inflamatoria fibrosante que lléva a una
msnficiencia cardiaca progresiva, de curso fatal) o digestivas (megacolon o megaesofago)
climcamente definidas o afecciones del SNC como meningoenmcefalitis [33-36], La
cardiopatia chagisica cronica es la forma mis prevalente de la enfermedad de Chagas
crémica [37] mientras que las manifestaciones digestivas son la segunda causa de
mortalidad ocasionada por esta patclegia [38]. Los "mega™ aparatos digestivos comienzan
como una incoordinacion motora (aperistalsis) debido al compromiso del sistema nervioso
autbnomo  (plexos misenténcos). Aundque las lesiones neuronales afectan el plexo
mioentérico en varias partes del mbo digestivo, las mayores repercusiones ocurren en el
esofago v colom, dado que en estas porciones del sistema digestivo el contenido
generalmente es solide y, por lo tanto, mas dependiente de las fuerzas peristalticas. Las
lesiones dentro del sistema nervioso periférico permiten el desarrolio de la cardiomiopatia ¥
mega-digestivos chagisicos [39].
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En la actualidad existe consenso en que la persistencia parasitaria sumada a un
desequilibrio en la respuesta inmunologica dan lugar a una respuesta inflamatoria sostenida
que es responsable de las lesiones tisulares caracteristicas de [a etapa cronica de la infeccion
con T ouz [1, 2], El microambiente inflamatorio que se genera en respuesta a la infeccion
es favorable para la activacian inespecifica de LiB ¥ T auto-reactivos, que normalmente son
tolerantes a Ags propios [40] v de Li no-especificos para el parasito, En este sentido, Acs no
especificos para €l pardsito v/o auto-reactivos contra endocardio ¥ nervios han sido

involucrados en el desarrollo de la patologia chagasica [41-43],

1.2] Modelos Experimentales
A lo large del siglo XX se han publicado numerosos trabajos describiendo la

mfeccion aguda y cromica con el 7. oruzd en distintas especies ammales, en los que se ha
intentado de alguna manera reproducir [os aspectos mas destacados de la clinica v de la
inmunologia de la enfermedad de Chagas. Los requisitos que deben ser tenidos cn cuenta
para que un modelo experimental sea vilido, para que la informacion obtenida pueda ser
aplicada a la situacion kumana, han sido enunciados en 1984 por la Organizacion Mundial
de la Salud (WHO 1984): “Idealmente un modelo apropiade de la enfermedad de Chagas
deberia reproducir las lesiones histopatologicas ¥y manifestaciones clinicas similares a las
observadas en humanos, incluyendo las tipicas alteraciones electrocardiograficas asociadas
con la enfermedad. A semejanza de lo gue ocurre con la infeccion humana cronica,
también debera ser posible detectar una parasitemia baja persistente ¥ una sero-reactividad

continuada a Ags parasitarios”.

Hasta el momento, se puede afirmar que si bien ninguna infeccion experimental en
ninguin animal de laboratorio reproduce totalmente la enfermedad humana, ha sido posible
inducir en animales de expenimentacion infeccion crinica con reproduccion de alguna de
las lesiones v signos clinicos observados en humanos. Los ensayos mas relevantes se han
llevado a cabo en ratdn, perro, mono, cobayo, rata y conejo. El raton es la especie gue ha
sido mas empleada para ¢l estudio de la infeccion aguda v cronica de la enfermedad de
Chagas en razon del bajo costo, de la existencia de cepas endocriadas y de que e la especie
mejor estudiada desde el punto de vista inmunolagico. El curso de la infeccion aguda vana
de acuerdo con la cepa del pardsito empleada, la cepa del raton, la edad y el sexo de los
ammales en el momento de [a mfeccion, el mumern de parasitos inoculados v la via de
inocolacion. En lineas penerales, se puede afirmar que las cepas mds patdgenas producen
una enfermedad agnda de clevada momalidad que llega al 100% en cepas de animales
spsceptibles, con eléevada parasiternia v presencia de nichos de amastipotes (forma
intracelular replicativa aflagelada del parasito) en los macrofagos esplénicos, hepaticos y
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del tejido adiposo, en los miocitos esqueléticos, cardiacos y lisos, en las neuronas v en la
neuroglia (Andrade 1979).

5i bien la infeccion aguda con cepas patogenas del T, creed brinda poca informacion
acerca de la situacion humana, puesto que en €l humano inmuno-competente la etapa
aguda de la infeccidon es generalmente asintomdtica o con recuperacidn espontinea, los
modelos experimentales son de utilidad para la blisqueda de drogas tripanocidas [44] v
para estudiar alteraciones inmunoldgicas en el hospedador infectado [45-48].

1.3] Respuesta Inmune frente a la infeccion con el T. cruzi

El sistema inmune ¢s criticn en la progresion de la enfermedad de Chagas, no s6lo en
¢l control de la infeccion sino también en el desammollo de la patologia chagasica, En base a
una gran vanedad de estudios publicados en modelos experimentales [49-51], se ha podido
demaostrar que para un correcto control de la infeccion por T, eruzd, es necesaria una
respuesta pro-inflamatoria de tipo 1. La accion combinada de diversas células, incluyendo
macrafagos, células dendriticas (CDs), LiT CD4" vy CDE', células Natural Killer (NK), v
LiT de tipo NK (NKT), genera este tipo de respuesta v asegura el control de la parasitemia
observada en la infeccion aguda v una ausencia de recidivas posteriores. Sin embargo,
también se ha reportado que este tipo de respuesta también podria estar implicado én la
patogenia de la enfermedad, en case de una deficiencia en mecanismos regulatorios

adecuados gjercidos por el sistema inmune [52].

1.3.1] Respuesta pro-inflamatoria de tipo 1: Mecanismos de Proteccidn contra
el T. erusi

En la infeccion por T. oz, células de la réspuesta inmune innata juegan un ol
importante en el control de la replicacidn parasitaria v de la diseminacion del parasito en
los tejidos durante la fase aguda de la infeccion. Los macrofagos v CDs son células blanco
para el T crued; el pardsito puede infectarlas v replicarse dentro de ellas. Estas células son
capaces de reconocer v de interaccionar con el T, cruzd por medio de diversos receptores
mnatos. Los estudios se han profundizado principalmente en los receptores tipo Toll (TLR
por sus siglas en Inglés Toll-like receptors). De acuerdo a estudios im wvo, se sabe que los
receptores TLRE2, TLR4, TLRT y TLR? son de vital importancia para disparar mecanismos
que controlan la infeccion, va que animales deficientes genéticamente, KO (del inglés
“knock out™) en estos receptoreés, présentan una incrementada parasitemia v elevada
mortalidad [53-56]. Légicamente, asi como la ausencia de los receptores aumentan la
suscephibilidad a esta infeccion, la ausencia de My[DES (del inglés, myeloid differentiation

primary response 88), una de las proteinas involucrada en la via de sefializacion de estos
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receptores, también lo hace [53]. Diversas estructuras del T. omzi actban come ligandos
para los TLR. Por ejemplo, se sabe que ghcooproteinas tipo mucina ancladas a
glicosilfosfatdilinositol, presentes en la membrana del parasitoe v la proteina secretada por
el T eruzt Tch2, actian como hgandos de TLR2, v motivos CpG presentes en el ADN
parasitario actuan como ligandos de TLR9 [51], Los estimulos dados a través de los TLR,
ast como ofros estimulos intracelulares desencadenados por ¢l metabolismo del pardsito,
conllevan a la activaciom de las vias de sefializacion de TRIF (del inglés, TIR-domain-
containing  adapter-inducing interferonfl) vy MyD8S, promoviendo la secrecion de

citoguinas como IFNP v de IL12 v TINF, respectivamente [51].

El IFMp secretado actuaria autdcrinamente, via el receptor IFNAR] (Receptor alfa
para Interferones tipo 1), promoviendo la transcripeion y produccion de las p47T-GTPasas
IRGET v LRG47, que en conjunto estan involucradas en la eliminacon del parasito. En
concordancia, macrdfapos v CDs provenientes de ratopes LRGATE D son mis susceptibles
a la infeecidn, v presentan una disminucion en su capacidad para inducir la muerte del T
cruzi intracelular [57].

La secrecion de 1112 induce la activacion de celulas NK, las cuales son capaces de
matar directamente a los tripomastigotes por un mecanismo dependiente de contacto [58] v
también por secretar [FNy [3-5], citoquina clave en el control de la replicacidn del pardsita.
Las células NK de ratones deficientes en ¢l receptor de interferones tipo 1 (IFNARIKO)
infectados presentan una deficiente actividad citotoxica, por lo cual los interferones de tipo
I también estarian involucrados en la activacion completa de estas oélulas [4]. Modelos
experimentales en donde se eliminan células NK, durante la infeccion con T. cnuzr, revelan
un rol clave de esta poblacion para la respuesta contra el pardsito, ya que su deplecion
desencadena un aumento en la parasitemia y elevada mortalidad [6]. Ademas, la secrecion
de IL12 por macrofagos v CDs promueve la diferenciacion de LiT hacia un perfil Thl (T
cooperador, del Inglés T helper; de tipo 1) secretor de [FNy, [L2 y TNF. Ha sido
demostrado que tanto los LiT CD4° como CDE* son necesarios para la resistencia conira el
T. eruzi [6-8], ¥ en particular aguellos con perfil Thi, diferenciados a través de la via de
sefializaciom que mvolucra STATE. 5e ha reporiado que los ratones STAT4KOD son
susceptibles a la infeccidn, presentando mayor mortalidad v elevada parasitemia [9]. Por
olra parte se ha reportado que los Li Th2 (con perfil cooperador tipo 2), diferenciados via
STATH, no estarian mvolucrados en los mecanismos de resistencia [9].

El IFMNy secretado tempranamente por oflulas NK v mas tardiamente por LiT, junio
con el THF secretado por macrdfapgos v LaT, [3, 10-12] indecen la expresion de 1a enzima
Oxido-Nitrico Sintasa inducible (iNO35), siendo el dxido nitrico (ON) su producto con
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propiedades tripanocidas. Se ha descripto que la dadora de OM, la S-nitroso-acetil-
penicilamina (SNAP), es capaz de matar tripomastigotes in wire en ausencia de células del
hospedador, indicando que ¢ ON media directamente la muerte del T oz [59].
Citogquinas de tipo supresor o asociadas a un perfil Th2, tales como IL10, TGFp, IL4, e
IL13 han sido descriptas como inhibidoras de la induccidn de INOS [60, 61]. El ON, a
pesar de tener un rol clave durante la etapa aguda, no jugaria un papel importante en
etapas posteriores de la infeccion, va que la administracion de un inhibidor de iNOS en
ratones infectados que cursan una etapa aguda tardia o erdnica de la infeceidn no provoca
la reaparicion de la parasitemia ni mayor mortalidad [62]. La via de IL12-IFNy-TNF-iINOS
es clave para el contrel de la infeecion aguda con T cruzi, va que modelos experimentales
én ratones deficientes en (o en donde se bloguea la via con Ac monoclonales) alguna de las
citoguinas, algan factor de sus vias de sefializacion, o INOS, al ser infectados con T, cruz
presentan elevada mortalidad con alta parasitemia y parasitismo con respecto a sus
cormespondientes controles WT [10, 11, 13, 14, 63].

Otro mecanismo tripanocida tiene como mediadores a las especies reactivas del
oxigeno, como ¢l peroxido de hidrogeno, generado a través de la enzima NADPH Oxidasa
(NOX2). Dhiman v colaboradores [64] reportaron que ratones deficentes en NOX2
{p47phoxK0O) activa presentan una mayor mortalidad y parasitismo tisular que ratones WT
infectados con T, creri. Los autores demuestran que a pesar de [a deficiencia enzimatica,
los macrofagos de los ratones p47phoxKO compensan su actividad tripanocida con la
expresion de iNOS y generacion de ON [65], pero difieren en la secrecidn de citoquinas en
cuanto a que secretan predomunantemente [L10 mientras que los macrofagos WT
secretaban TNF, Describieron ademds, que los LiT CD8* de los ratones p47phoxK0
infectados no son capaces de proliferar de manera especifica [64], sugiriendo un papel para
la NOX2 en la presentacion antigénica [66, 67].

Ademds, por otra parte, se observo que la [L17A influencia la resistencia del
hospedador a la infeccidn con T, cruzd, va que ¢l tratamiento de ratones infectados con un
Ac anti-ILITA, con el fin de anular la actividad biologica de la citoquina, conlleva a una
mayor miocarditis, mortalidad prematura v disminucion en la carga parasitaria en el
corazdn. Se determind que IL17 mmpide la diferenciacion de LiT a Thl, la produccidn de
citoquinas y quemoguinas, ¥ regula el infiltrado de células inflamatorias en el tejido
cardiaco [68]. En otro trabajo se mostrd que ratones IL1TAKO infectados con T\ ol
presentan menor sobrevida, presentando falla organica sistémica v parasitemia sostenida en
comparacion a ratones WT, indicando que la [L17A es importante para la activacidn

leucocitaria ¥ la eliminacidm de los parasitos [69].
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Finalmente, ha sido documentado que el desarmollo de una respuesta de LiT CDE”
especificos es indispensable para el control del T omer [70]. La respuesta de loz LiT en la
mfeccion con IT omzi en ratones C5TBL/6 esta domimada por oflulas especificas para
peptidos, codificados por genes de la familia de transialidasa, tales como el TSKB20 [71].
LiT CDE especificos para este epitope fucron detectados en sangre, bazo v nadulos
linfaticos de matones con infeccion cronica, Bustamante v col [72] mostraron que una
poblacion de LiT CDB™ especificos para ¢l T. owz, con fenotipo deé memorna central, es
capaz de responder mas vigorosamente ¥ aportar una mayor proteccion frente a un nuevo

desafio comparado con LiT efectores,

1.3.2] Respuesta pro-inflamatoria de tipo 1: Patogenia

Con respecto a los mecanismos responsables de la patologia de la enfermedad de
Chagas, s¢ ha propuesto que ¢l dafo tisular en esta enfermedad se debe a una accidn
directa del pardsito sobre los tejidos del hospedador, pero también que €s consecuencia de
la respuesta inmune del hospedador infectado al reaccionar conitra el pardsito. La aparente
ausencia de parasitos en el corazdn de la mayoria de los individuos que sucumbieron a la
infeccidn ha conducido a algunos investigadores a proponer una base autoinmune para la
patogénesis de la enfermedad [1].

Estudios en humanos sugieren que mientras la forma indeterminada de la
enfermedad de Chagas estaria asociada a un predominio de un ambiente anti-inflamatorio
(TL10 predominante), la forma cardiaca estaria asoctada a un perfil predominantemente
pro-<inflamatorio (IFNy, TNF, IL6, IL1b) [15, 16]. De acuerdo a esto, la produccion de
IFMy v de THF ha sido correlacionada con los signos clinicos de la patologia cardiaca,
Pacientes con clevados niveles de TNF mostraron peor funcidn cardiaca, determmada por
la fraccion expulsada por el ventriculo izquierdo, v peor prondstico para [a progresun de La
enfermedad [73]. En otro estudio, se clasificd a los pacientes de acuerdo a la secrecidn de
IFMNy por células de sangre penifénca, v aquellos que presentaban log mas altos niveles de
IFNy, presentaban ademas la mas grave cardiomiopatia. A su vez, se determind que las
oflulas responsables de la produccion de IFNy eran mayoritanamente LiT CD4 [74]. Ot
estudio demostrd que lineas celulares generadas a partir de LiT infilirantes de corazon,
obtenidos de biopsias de pacientes chagdsicos durante la etapa cardiaca, producian TNF ¢
IFMNy en respuesta a un estimulo policlonal [15]. Analisis de necropsias indicaron que las
células que infiltraban corazon en pacientes con patologia cardiaca eran LiT CD8" ¥
monecitos que secretaban THF [75, 78], Por otro lado, en un modelo experimental de
patologia cardiaca agoda se correlaciond la patologia cardiaca y la secrecion de citoguinas

inflamatorias con la activacion de iNOS y expresion de ON [77].
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En resumen, la evolusion de la enfermedad hacia una forma cardiaca estaria
relacionada a la peérdida de la capacidad para controlar la respuesta inmune pro-

inflamatoria, desencadenando la destruccion tisular [78].

1.3.3] Participacion de los linfocitos B en la respoesta inmune frente a la
infeccidn con T, crusi

Ademas de la respuesta innara ¥ del rol de los diferentes tipos de LiT, numerosos
estudios indican l1a importancia de los LiB v de los Acs en la sobrevida del hospedador
infectado con T, crusd v en el clearence de los pardsitos. El T, oz contiene una variedad de
Ags capaces de estimular respuestas tanto Timo-dependiente como Timo-independiente
[79-81]. Inicialmente, luego de la infeccion con el T o’ se produce una activacion
policlonal de LiB. La respuesta de Acs especifica para el parasito comienza a establecerse a
lag I semanas post-infeccion (pi), cuando la parasitemia es alta [82). La respuesta de Acs
anti-parasitaria es maxima a las 4 semanas de infeccion v permanece en un plateau durante
la fase cronica [B3], En la fase aguda de la infeccion estin presentes todos los isotipos de
Inmunaglobulinas (lgs) mientras que en la respuesta humoral de 1a fase cronica predomina
Ig(32a [83].

La consecuencia de la activacion policlonal de LiB es la hipergammaglobulinemia.
Los LiB de los animales infectados con T. oz producen Acs reactivos para Ags
parasitarios asi como ACs reactivos contréa Apgs propios ¥ no relacionados. Sé ha
demostrado que los Acs son responsables de la sobrevida de animales susceptibles en la
fase inicial de la infeccion y del mantenimiento de bajos niveles de parasitemia en la fage
cronica [21-23], Brener [84] propuso que los Acs tripanoliticos producidos durante una
infeccion activa son el principal mecanismo efector capaz de controlar la infeccidn murina
y humana con el T owzi. Entre los Acs antiparasitarios, aguellos que reconocen a
cruzipaina (principal cistéina proteasa del 77 ouzf v altamente inmunogénica) (85, 86) y
trans-sialidasa [BY, 88] actian como mediadores de proteccion. Por otro lado, Acs auto-
reactivos como [os reactivos con endocardio ¥ nervios han sido reportados en ratones v
humanes mfectados con T, oz ¥ 22 ha propuesto que participan en €l dafio tisular en la
enfermedad de Chagas [24, 23].

En nuestro laboratorio, empleando €l modelo de la infeccion experimental, se
observo que ratones Balb/c inyectados con 500 mpomastigotes de T, cruzt (cepa Tulahuén)
por via intrapertoneal (ip) presentan una disminucion significativa en el mimero de LiB
mmaduros en medula dsea. Esta reduccion se debe a que, durante la infeccion, las células
mieloides secretan un producto de la via de la ciclooxigenasa que conduce a los LiB

inmaduros a la apoptosis. De esta manera, el pardsito altera la generacion de nuevas
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progenies de LiB, afectando la respuesta humoral v permitiendo su persistencia en el
hospedador infectado [£9].

En cuanto a la respuesia que ocurre en organos infiticos secundarios, observamos
que el T, oz gaclla una masiva respuesta de LiB tanto de tipo extrafolicular {EF) como de
centro germinal (CG). Es conocido que ambas respuestas estan condicionadas por la
subpoblacidn de LiB que se activd, la naturaleza del Ag v la afinidad del BCR por su Ag
especifico [90]. Ambos tipos de respuesta dan lugar a plasmoblastos {estadio previo a CP,
que también secreta Acs) v'o CP que difieren en su vida media, localizacidn v en la
calidad v cantbidad de Acs que secretan. Asi, la respuesta EF constituye una muta de
diferenciacion mas rapida, relativamente menos controlada, que leva al desarrollo de CP
de corta vida que producen Acs de baja afimidad. Por otro lado, la respuesta de CG genera
CP que persisten durante largos periodos de tempo v que secretan Acs de alta afinidad v
de un isotipo con mayor especificidad pata el patdgeno invasor [90]. El mantenimiento de
las CP de corta vida parece depender de la existencia de un proceso inflamatorio [91],
mientras que las CP de larga vida sobreviven en la médula dsea en comdiciones no-
inflamartorias. De hecho, las CF de larga vida son quiescentes, perzisten en el tempo v
producen Acs adn en ausencia de Ag [92, 93], En la infeccidn con T, emizé cepa Tulahuén,
en ratones Balbsc, los focos EF aparecen muy remprano después de la infeccidn, son
evidentes desde el dia 3pt v producen Ighd. Estos focos EF tienen un pico, en cuanto a
cantidad, al dia Ppi ¥ se extienden desde la pulpa roja al mango linfoide penarteriolar
(PALS), muentras que los CG son observados recién al dia 8791 [B2].

A pesar de 1d activa proliferacidn v diferenciacidn, los LiB de bazo de los animales
infectados con T, ouz sufren mayor apopiosis & ovise e i oviiro que los LiB de ratones
normales y preseéntan mayor eéxpresion de Fas y FasL. En los ratones infectados, los LiB
que secretan [glG especifica para Ag parasitarios sufren muerte celular via Fas/FasL por
fratricidio [94]. El tratamiento de ammales infectados con un Ac bloqueante de la via
Fas/FasL mcrementa los miveles de LiB v Acs especificos para el parasito, favoreciendo el
control de 1a mfeccidn [94). Analizando sefiales capaces de regular Ia sobrevida de los LiB,
observamos que TL4 rescata de la apoptosis espontdnea a los LiB IgM® e IgG' tanto
activados por la infeccidn como en reposo. Los mecanismos involucrados en este rescate
no dependen de las proteinas Bel-2 & Bol-xL ni de Fas. En LiB de animales infectados, 114
disminuye la cxpresion de Fasl. e incrementa la expresion de CIITA (transactivador de
clase 1T} [95], quien seria responsable de la represion de FasL, como se ha determinado
para otros tipos celulares [96]. Adicionalmente, determinamos que [L4 v ant-CD4E0
mnducen la expresion de Galectina-3 (Gal-3) en LiB en reposo, e incrementan la expresion

de la misma cn LiB de ratones infectados que, por su estado de activacion, va la expresan.
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Mediante mhibiciom de la Gal-3 enddgena con una estrategia antisentido, observamos que
Gal-3 es un factor eribeo para la represion de Blimpl (del inglés B lymphocyte-induced
maturation protein-1) mducida por IL4, que resulta en el bloquee de la diferenciacion
terminal de los LiB y favorece el surgimiento de la poblacion de memona. Ademas, la
mbubicion de esta lectina durante la fase aguda de la infeccion con T cued favorece el
desarmollo de CP resultando en una mayor produccion de [gs v en una eliminacion mas
eficaz del parisito [97].

Con respecto a los LiB alojadoes en cavidad pentoneal, se observd una reduccion
sigmficativa eén el nimero de LiBl v B2 pentoneales en animales mfectados. Esta
disminucion se debe a que los LiB se diferencian a CP, regulando negativamente la
expresion de marcadores tipicos para la identificacion de los LiB como CID1Y o B220. Las
CF, identificadas en peritoneo, generadas por la infeccion con T, oz no expresan CD138
{Syndecan-1, marcador tipico de CF), tiencn niveles bajos de Blimpl y secretan altas
concentracignes de Acs. Las CPs, que se ubican en cavidad peritoneal, secretan grandes
concentraciones de Acs en sobrenadantes de sus cultivas, en ausencia de estimulos [%8].

Finalmente, se ha reportado que ratones muMT (deficientes en LiB maduros)
infectados con la cepa Tulahuén de 10 ome son incapaces de controlar la parasitemia
duranie la fase aguda de la infeceion y este defecto fue asociado con una disminucion en la
produccion de IFNy v en el numero de LiT CD8" [20]. En contraposicion, se ha
demostrado que ratones Xid, que no poseen LiB1 CID5', son capaces de controlar la
parasitemia cuando son infectados con el T crugd [99). Estos ratones nmo presentan los
signos de decaimiento observados en ratones WT vy tampoco desarrollan patolopia
tempranamente en la fase cronica. La resistencia de estos ratones estd asociada con una
alta produccion de IFMy, la cual es explicada por la ausencia de LiB1 guienes son grandes
productores de IL10 [100].

1.4] Regulacion de la respuesta inmune en la Enfermedad de
Chagas experimental y humana

La resistencia a la infeccidn con T, cruzf, interpretada como la capacidad de
sobrevivir a la etapa aguda del proveso infeccioso e inicio una etapa de infeccion
indeterminada (asintoménica), requiere, ademds de una inmunidad protectora, de una
respuesta mmune denominada “regulatoria’, Esta respuesta regulatoria, en primer lugar,
evita que la respuesta inflamatoria iictal encargada de controlar la replicacion parasitaria
s¢ desborde generando dafio tisular, ¥ en segundo lugar, una vez contenido el pardsito,

suprime la respuesta pro-inflamatoria que ya no es necesaria, La accidn conjunta de ambos

I3
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tipos de respuesta (inflamatoria v regulatoria) requiere de un delicado balance, ya que si la
respuesta inflamatona cobra mas fuerza, se desencadenarian procesos inflamanorios
patoldgicos, mientras que si cobra mas fuerza la respuesta regulatoria no se llevaria a cabo
un efectivo control de la replicacion del T° e, A continuacion se descniben, a grandes

raggos, mediadores v células que integran la respuesta inmune regulatona.

1.4.1] Respuesta Regulatoria dependiente de IL10

[L10 es una de las citoquinas anti-inflamatorias mas importante identificada como
moduladora de la reaccion inflamatoria, Su capacidad supresora ha sido descnipta en
diferentes modelos experimentales, inclusp en la infeccidn con T2 owrd. Ha sido reportado
que células esplénicas de ratones deficientes en [L10 (IL10OKO) infectados con 10 o
producen significativamente mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias (IL12, TFNy,
¥ TWNF) v mediadores efectores coma ON [14, 17, 18] que rarones WT, demostrando el
efecto de ILI0 sobre la respuesta de tipo [. En estos ratones se observad, ademas, una
disminucidn en la parasitemia v en parasitismo tisular [14, 17, 18] lo que se correlaciona
con el aumento de la respuesta de tipo | protectora. Sin embargo, se observo que los
ratones deficientes en IL10 presentaron mayor mortalidad frente a la infeccion debido a la
patogenesis generada por la respuesta pro-mflamatoria. El trabajo inicial de Hunter v
colaboradores [17] demostro que la mortalidad observada en los ratones [LI0KO podia ser
revertida administrande un Ac anti-IL12 o un Ac anti-CDd, va que dichos tratamientos
condujeron a una disminucion en la concentracidn de IFMy [17]. Este hallazgo le atnbuya
un claro rol patogénico & los LiT CIM'IFNy'. Luecgo, Hblscher v colaboradores [18],
profundizaron el estudio v determinaronm gue la citoguina responsable de la mayor
mortalidad observada en ratones deficientes en ILID era el TWF. Dichos ratones
presentaron  disminucion del peso corporal, hipotermia, hipoglicemia, hiperkalemia,
aumento de transaminasas hepaticas, y necrosis hepatica junto con coagulacion
intravascular; estos signos ¥ sintomas, en conjunto, se asemejan &l Sindrome por Shock
Toxico, el cual es mediado por niveles sistémicos elevados de TNF. El analisis individual
de cada raton infectado mostro que los ratones proximos & morir presentaban miveles
criticamente altos de TNF, correlacionando de esta manera al TNF con mortalidad.
Litilizando un antisuero antt-THF observaron una atenuacion en el sindrome clinico v una
prolongacion de la sobrevida de los ratones IL10KO infectados. A pesar de esto, los
ratones murieron [uepo, pressniando nuevaments mayores concentraciones de THNF

sistémico (5in cambios en las concentraciones de [L12 ni de [FNy) [18].

La funcign regulatoria de LiT productores de ILIO fue revelada también en un

estudio comparative entre dos cepas de ratones infectados con T. omzi, por un lado la cepa
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C3H/He3nl, la cual se presenta, luego de la infeccion, con un 100% de moralidad y
parasitismo descontrolado, v por otro la copa C37BLSG), con menos del 10% de
mortalidad v parasitismo controlado. Se observe que la susceptibilidad de la cepa
C3H/HeSnJ a la infeccion con 77 cruezi se debe a una deficiente produccion de 1IL10 ¥ a que
los ratones presentaban menor infiltrado de LITCDE'ILID y CD4" o CDB" IFNy'IL10" en
corazin. Experimentos de transferencia celular evidenciaron que los LiT productores de
IL1D tienen la capacidad de conferir proteccidn [101].

Con respecto al mecanismo de accidn de la ILI0, un estudio @ vitro cOm
cardiomeocitos infectados con 10 oz determing que [L10 promueve la fosfonlacon de
STAT3 y el incremento del supresor S0OCS-3, inhibiendn la transiocacion de NF-Kb al
miclen celular v la fosfonlacion de ERK1/2, De esta manera, IL10 reduce la expresion de
TNF, IL6, NO52 v de las metaloproteasas 2 v 9 [102],

Con los experimentos amiba descriptos queda plasmado el papel que juega [IL10 en el
contral de la inflamacion generada por ol T, cmzi, Sin embargo, se ha descripto que es
necesario que al comienzo de la infeccion los niveles de IL10 se encuentren disminuidos
para permitir ¢l desarrollo de 1a respuesta de tipo 1 protectora. Asi, Reed v colaboradores
comparando dos cepas de ratones, uma susceptible y una resistente a la infeccidn,
observaron que la cepa susceptible presenta una aumentada expresion de [L 10 desde etapas
muy tempranas de la infeccion, ¥ que blogueando la actividad de la IL10 se revierte la
susceptibilidad a la misma [103]. Por otro lade, Barbosa de Oliveira ¥ colaboradores [104]
observaron una mayor mortalidad, con carga parasitaria y parasitemia descontroladas, en
ratones infectados que previamente fueron transferidos con LiT, principalmente CDd4',

secretores de [L4 e IL10 obtenidos de ratones inmunizados con T, o,

La funcion de IL10 también fue evaluada en pacientes chagasicos. Evaluando la
etapa clinica en la que s& encomtraban los pacientes v el perfil de produccion de citoguinas,
se observd que pacientes chagdsicos en etapa indeterminada de la enfermedad presentan
mayor expresion de IL10, mientras que pacientes con patologia cardiaca presentan un
incremento en los niveles de citoguinas pro-inflamatorias [16]. Un analisis similar, en los
monocitos de pacientes chagisicos, reveld que aquellos pacientes con patologia cardiaca
Severa lienen monocitns que secretan principalmente TNF, mientras que los pacientes en
elapa indeterminada poseen monocitos mayontariamente secretantes de TL1D [168]. Otros
trabajos no encontraron diferencias entre los perfiles de citoguinas de los pacientes
chagisicos; pero si identificaron una correlacion positiva entre los miveles de IFNy e IL10
[105] en pacientes en etapa indeterminada v altos niveles de TNF sobre todo en aquellos
pacicntes con dilatacion cardiaca [106].
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1.4.2] Participacién de IL17 en la respuesta regulatoria

En la infeccion con T cruzf, se ha visto que diversas células producen IL17, tales
como LiT CD4°, CDE", NKT v LiT-gamma-delta (LiTy8) [69]. Un trabajo profunda,
demostrd que ratones deficientes en el receptor para IL17 (IL17RA) infectados con T, oruz,
presentan mayor produccion de citoquinas pro-inflamatonas como [FNy v TNF, gue
tenen mavor dafio hepatico ¥ menor sobrevida, El mecanismo regulatorio descripto indica
que la sefalizacidon por medio del ILITRA induce la produccidn de quemoquinas tales
como CTXCL] v CXCL2 en bazo e higado, las cuales serian quinmoatractantes para
neutrofilos regulatorios productores de TLID (propios de 1a activacidn con T ous), que
suprimirian la respuesta de IFNYy v garantizarian una mavor sobrevida del ratdn infectado.
Los resultados sugieren que [L17 tiene una participacion mas bien indirecta, favoreciendo
una respuesta regulatona en infecoon con T omz [19]. En concordanca, se observo
utilizando muestras de sangre periférica de pacientes chagasicos, y clasificandolos segin la
severidad de su patolegia, que los pacientes con patologia cardiaca severa presentan niveles
elevados de TNF ¢ IFNy v disminuidos de IL10, y gue los pacientes con leve o ausente
patologia tienen una mavor proporcion de LiT CD4* IL17" [68]. Por otro lado, se observd
una correlacion positiva entre la mejor funcion cardiaca que presentan los pacientes
chagasicos con la produccion de IL17 [107]. En este sentido, el tratamiento con Captopnl,
una droga antihipertensiva usada en patologia cardiaca chagdsica con funciones cardio-

protectoras, induce un aumento cn la expresion de 1L17 [108].

1.4.3] Respuesta regulatoria ejercida por Linfocitos T regulatorios

Los Lmfocitos T repulatorios (Treps) son una subpoblacion de LiT CD4Y, que
presentan un epigenoma particular obtenido por sefalizacion via TCR [109] ¥ que luepo
mcrementan la expresion del Factor de transcnpadn Foxpd [110]. En conjunto, su
epigenoma v la expresion de Foxp3d les permiten una regulaciim, (anlo positiva como
negativa de otros factores de transcripcidn ¥ moléculas de superficie, a través de los cuales
pueden gjercer funciones regulatoras v mantener la homeostasis en el organismo. Los Li

Tregs pueden ¢jercer su accionar a traveés de;

® La expresiom de mwoléculas de superficie como CD25, LAG-3, CD38 v CD73 ¥
CTLA4
s La secrecion de IL10 v TGFR

e La expresion de moléculas solubles citotoxicas como Granzima B (GrB) [111, 112].

FPara dilucidar el rol que cumplen las Tregs en la infeccidn con T ol diferentes
grupos de investigacion utilizaron distintos modelos experimentales. Entre ellos, ulilizaron

modelos en donde se favorecio el reclutamiento o el incremento en el nimero de Tregs, asi
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como modelos de deplecion o de inhibicon funcional de estas células. Con respecto a los
primeros, se observeo que el tratamiento con el Factor Estimulante de Colonias de
Ciranulocitos (GCSF, por sus siglas en inglés) reduce tanto la carga parasitaria como la
severidad de la miocarditis. Después de la administracion de GCSF se observd una

marcada reduccion en los niveles de [IFNy v TNF v un incremento en los niveles de IL10 v

de TGFR. La terapia con GUSF no induce una desviacion hacia un perfil Thl o Th2 pero
induce un significativo incremento de Treg en el corazdn de los ratones infectados ¥
tratados [113].

Por otto lado, coando células Tregs obtenidas de ratones inmunizados con fa
proteina recombinante r35P4 (proteina que se expresa en las formas amastigotes) del T,
erezi [Fueron rransferidas a ratones infectados, las mismas fueron capaces de reducir la
inflamacion cardiaca v de prolongar la sobrevida de los ratones infectados. Sin embargo, la
presencia de las Tregs facilitd el incremento de la parasitemia v del parasitismo cardiaco
[114).

Los tratamientos con Acs anti-CD25 para eliminar Tregs mostraron resubtados
controversiales. Un trabajo mostrd que el tratamiento fin wve con Ac anti-CD25 tanto antes
de la infeccion con ona cepa mortal, como antes o durante la infeccién con una cepa no
virulenta del T7 cruzi, no mejord ni empeord el desarrollo de las respuestas inmunes, va que
no encontraron diferencias entre 1a parasitemia en los ratones infectados, ni en las cinéticas
de expansion de los LiT CDE” como tampoco en su funcidon efectora. Ademas, 1a deplecion
con anti-CID25 en ratones cronicamente infectados no intensificd las respuestas CDB® en
misculo, En base a estos resultados, los autores concluyeron que las Tregs aparentemente
no jugarian un rol primordial regulando las respuestas CDE' [115]). En otro reporte, fa
deplecion con anti-CD25 indujo una menor parasitermia ¢ indices de mortalidad, sin afectar
el infiltrado en miocardio ni las proporciones de LiT efectores o inflamatorios [116]. EL
tratamiento con anti-CD25 para depletar de cflulas Tregs utilizado por Mariano v
colaboradores [117)] indujo una mayor mortalidad, pere no indujo ninglin impacto en €l
desarrollo de la miocarditis en ratones infectados con T orerd. De modo opuesto, Bonney y
colaboradores [118] demostraron que la deplecidn de Tregs con Ac anti-CD25 desencadena
una reduccion en ¢l parasitismo cardiaco junto con un aumeénto de la respuesta Thl al
principio de la infeccidn. Esta respuesta fue seguida por una disminucion de la respuesta
Thl y un aumento de la respuesta Thl7 en la fase tardia de la infeccion. Este trabajo
sugiere que las Treps regularian las respuestas Thl v Th17 durante la infeccion con T crusr,
¥ entonces serian importantes para modular 1a respuesta para eliminacidn del pardsito v la

inflamacion en miocardio [118].
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Por otro lado, se describio que ¢l tratamiento con vun Ac anti-CD25 que no reduce el
numere de Treg pero es inhibitorio de su funcion, indujo un aumento en los mediadores
inflamatorios ¥ una disminucion en la parasitemia ¥ en la severidad de la enfermedad
[119]). La mhibicion de las Tregs utilizando un Ac anti-GITR (del inglés, glococorticoid-
induced TNFR family related gene) generd un aumento de células infiltrantes en corazon y
de produccion de TNF v una reduccion en la produccion de IL10 v TGFE, v aumento del

parasitismo en miocardio [117].

Con respecto al rol de las Treg en Ia infeccién humana, se ha observado una
disminucion en la frecuencia de Tregs en nifios con la forma indeterminada de la infeccion,
comparados con nifos sin infeccion; mientras que adultos con la forma cronica de la
infeccidn presentan elevados niveles de Tregs circulantes en sangre periférica [120, 121].
Ditros estudios demostraron que individuos con la torma indeterminada de la infeccion
poseen una incrementada frecuencia de Tregs, mientras que pacientes con la forma
cardiaca no presentan aumentos ¢n csta poblacion [122, 123). Las Tregs de pacientes con
forma indeterminada fienen capacidad supresora f vitro, producen [L10, ILIT y expresan
GtB, a diferencia de las Tregs de pacientes con la forma cardiaca que producen IL6, IFNy,
THNF [124]. En conjunto, estos resultados sugieren que durante la infeccion aguda por T
oz, las Tregs estdn disminuidas y permiten la expansion de LiT efectores v cooperadores,
v luego incrementan para limitar el dafio tisular dorante la infeccion cromica, a través del
control de la magnitud de respuestas dafiinas. Esta dltima funcidn permitiria a su vez una
persistencia minima del parasito, va que limitaria las respuestas especificas en contra del

mismo [125].

1.4.4] Participacion de las Células Mieloides Supresoras en la regulaciin de la
inmunidad en la infeccién con T. eruszi

Las células mieloides supresoras (CMS) son células de ongen misloide con estado
inmaduro, capaces de suprimir respuestas de LiT. También ha sido reportado que son
capaces de regular fa produccion de citoquinas por parte de monocitos. Originalmente
fueron encontradas en modelos tumorales, en donde s¢ describio ademas su capacidad de
promaver la angiogénesis tumoral, la invasidm de células tumorales y metdstasis. Las ChSs
expresan simultineamente CD11b v Grl. Estin compuestas por una poblacion de células
que expresa marcadores caracteristicos de monoctos (CDIBLyaC™™Ly6G™) v
granulocites (CD11b' Ly6C"™Ly6GE ™), Estas células ejercen su funcion supresora a traves
de la expresion de Arginasa, catabolizando aminoacidos esenciales come la L-arginina,
dificultando su dispombilidad para LiT. También a través de la expresiom de iINOS y por

medio de OR, ROS o Peroxinitnios, afectan molecularmente a los LT, Asi, en conjunto,
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inhiben la capacidad de respuesta v de proliferacion de los LiT. También se ha demostrado

gue estas células pueden inducir la generacion de Tregs [126].

En la infeccion por T cuzd se ha demostrado 1a expansion de CMSs por medio del
[FMy producido en la infeccidn, asi como su capacidad supresora sobre la proliferacion de
LiT por medio de la liberacion de ON [127]. En un estudio mas profundo, se comrelaciond
la menor inflamacion ¥ la mayor sobrevida de ratones Balb/c infeciados con un mayor
namers de ChiSs en bazo e higado, en comparacidn con ratones C57BL/6 infectados. En
dicho reporte, cuando las CM5s fueron ehminadas con 5-fluoruracilo ir wieo e observd un
incremento en la produccion de IL6, IFNy e IL17, ¥ un aumento en la parasitemia y

mortalidad de los ratones infectados [128].

1.4.5] Induccién de Respuesta Regulatoria como Mecanismo de Evasion por el T.
crusi

Para comprender la importancia de la regulacion de la respuesta inmune en la
enfermedad de Chagas es importante recordar que la fase aguda de la enfermedad, tanto en
ratones como humanos, se caracteriza por un estado de inmunosupresion en el cual el 70
ez se replica extensamente ¢ induce moleculas inmunomoduladoras que retrasan la
respuesta de LiT efectores especificos para el pardsito [129]. Como agente patdgeno, el T,
cruzi parece haber evolucionado para modular la expresion de moléculas co-estimuladoras
en las células presentadoras de Ag (CPA) como una estrategia para sobrevivie en los
hospedadores mamiferos [130-132]. Se ha reportado que la infeccion por T crusi
incrementa la expresion de FD1, uno de los miembros de la familia CD28/CTLA4 con
capacidad inhibitoria, en LiT CD8 v CIM que migran al miocardio durante la fase aguda
de esta infeccion [133]. El entrecruzamiento de PID con cualquiera de sus dos ligandos,
PDLI [134] ¥ PDL2 [135], inlibe la activacidn de LiT y Ia producciém de IL2 y de IFNy.
La induccion en la expresion de PDL1 ha sido demostrade como un mecamismo de
evasion mmune por patOpenos intracelulares, ndicando que la activaciim de la via
PDI1/FDL] facilitaria el establecimniento de microorganismos [136, 137]. Debido a ello, €l
Blogquen de las sefales PD1/PDLI, en combinacion con inmunizaciones terapéuficas o
terapias con citoguimas, ha sido propuesto como estralegia para mejorar la eficacia de las
vacunaciones [138] y para revitalizar LiT agotados [13%9]. Durante la infeccion con T o,
¢l bloqueo de PN y de su ligando PDLI o la “delecion” del gen de PD1 tuvo como
consecuencia una reduccion en la parasitemia v el parasitismo tisular, pero un incremento
en la mortalidad [133]. Estos resultados vinculan a la via de sefializacion de PDI1 en el
control de la miocarditis aguda inducida por T, cruzf ¥ proporcionan otra perspectiva de los
mecanismos de regulacidm de la patogénesis de la enfermedad de Chagas.



1.4.6] Inmunosupresién y respuesta de linfocitos B en la infeccion con T, cruzi

En la infeccion con T, cruzi, el estado de inmunosupresion de los LiT observado
durante la fase apuda de Iz infeceidn [140-144] coexiste con una fuerte activacion de la
respuesta de LiB [46, 47, 145], y esto permitiria suponer un posible impacto de una
poblacibn sobre [a otra. Como mencionamos los [18 se diferencian en CP para apomar,
mediante la produccidn de Acs, proteccidn esencial contra el patdgeno extracelular. En los
altimos afios, se han descripto nuevas funciones para los LiB, que son mdependientes de la
produccidn de Acs. Asi, se ha reportado gue los LiB pueden actuar como reguladores
posives o negativos de [a inmunidad mediante la secrecion de citogquinas o a través de

moléculas de superficie con funcidn inhibitoria [26].

1.5] Linfocitos B Regulatorios
Los Linfocitos B regulatorios (Bregs) han sido descriptos en la altima década. A

diferencia del resta de los LiB que cumplen una funcidn efectora a traves de la produccdn
de diferentes isotipos de Ips, esta nueva “subpoblacidn™ de Bregs ejercenia funciones
supresoras de la mespuesta inmune, Sus funciones han sido descriptas v detalladas en
diversos modelos infecciosos, avtoinmunes, ¥ tumorales en donde, a prandes rasgos, va sea
& través de la secrecidn de citequinas o via la exprezsidn de receptores de superficie, los

Bregs son capaces de suprimir procesos inflamatorios efectores (Thl, Th2, Thl7).

Los Bregs que han sido descriptos hasta el presente presentan diversos fenotipos, por
o cusal se desconoce 51 provienen todos de una misma subpoblacion de LiB que modifica su
fenotipo al desarrollar su funcion regulatoria, o si variadas poblaciones de LiB son capaces
de generar una subpoblacion regulatoria. Es por esto gue identificar células B con

funcicnes regulatorias solo a través del fenotipo eelular resulta inadecuado,

A diferencia de las Tregs, las cuales pueden ser identificadas por el factor de
transcripcion Foxp3, ain no se ha determinado s1 los Bregs expresan un factor de
transcripcion en particular. Por lo expuesto se puede inferir que la caracterizacion e
identificacion de Bregs en cualguier modelo experimental solo es posible valorando la
poblacidn celular a través de ensavos funcionales, que evidencien su capacidad suprésora.
Los Bregs pueden ejercer su funcidn supresora a través de diférentés mecanismos, los

cuales s¢ detallan en los puntos subsiguientes.

1.5.1] Mecanismos Regulatorios: Secrecion de IL10
El mecanismo regulatonio por primera vez descripto para los LiB, v por ello quizds el
mayormente esrudiado, fue a través de [a secrecion de IL10. Como previamente se

menciono, la IL10 tiene actividad regulatoria. Células Bregs secretoras de [L10 fueron
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inicialmente reportadas en modelos antommunes de Colitis [146], Encefalomielitis alérgica
Experimental (EAE) [147] v Anritis Reumartoide (AR) [148]. En el modelo de Colitis se
observd que, durante la inflamacion de la mucosa intestinal, se favorece el desarrollo de
una poblacion de LiB que incrementa la expresion de CD1d y secrecitin de IL10. Mediante
experimentos de transferencia, se demostrd que la transferencia de LiB obtenidos de
ratones IL10KO ne era capaz de inhibir €l engrosamiento intestinal observado durante la
enfermedad, ni de suprimir la inflamacion cronica local; mientras que la transferencia de
LiB de ratones WT si lo lograba, Esmo indicaba que la IL10 proveniente de LiB era capaz
de regular la inflamacion observada durante la colitis experimental [146]. En cuanto al
modelo de AR, se demostrd que LiB obtenides de esplenocitos de ratones con esta
enfermedad, luego de ser estimulados con anti-CD40 v Ap, producian grandes cantidades
de IL10. La transferencia de estos LiB a ratones con AR inducida por coligeno inhibe la
diferenciacion de LaT CID4™ a Thl v previene el desarrollo de la enfermedad. 51 estos LiB
s¢ transferian en ratones con la enfermedad ya establecida se obgserva una mejoria en los
sintomas. En caso de transferir LiB provenientes de ratones IL10KO, no se observa ningim
efecto protector, indicando que la regulacion de la respuesta autoinmune patoldgica esta
mediada por la secrecion de IL10 [148]. De manera similar, Fillatreau y su grupo [147)
describieron por primera vez a los Bregs en un modelo de EAE. Observaron que los LiB de
ratones recuperados de EAE, estimulados con auto Aps, producen IL10 v a través de
ratones quiméricos, en donde sblo los LiB eran incapaces deé producir IL10, demostraron
que la recuperacion de EAE esta mediada por 1a IL10 proveniente de los LiB [147], A este
trabajo le siguieron numercsos estudios, entre ellos dos de los cuales tuvieron una gran
repercusion, gue asociaron una poblacion de Bregs secretora de IL10 al fenotipo
CD5CR1d"™ v fueron denominadas BI0 [149]). A su ver, estas células BID fueron
identificadas como las responsables de la regulacion de la patologia observada en EAE, ya
gue s2 observd que cuando se eliminaban LiB con un Ac anti-CID20 antes de inducir EAE
en tatones, st exacethaban los simtomas de la enfermedad. Cuando se transferia la
poblacion B10 proveniente de un raton CD20KO (resultando las células B10 resistentes a la
deplecion por anti-CDD20), previe a la induccion de la enfermedad, se observa uma
normalizacion de los sintomas. Esto Gltimo se asocio a la regulacion negativa del mamero
de LiT CD4" Thl ¥ Th17 que infiltraban SNC [150]. Profundizando los estudios acerca de
las BIO se determind que para su desarrollo y secrecion de 1L10 es necesario un amplio
repertorio del BCR (receptor del LiB), la presencia del receptor CD19 y la sefializacion via
TLEs y MyD8E, no asi la presencia de microbiota, Sorprendentemente se encontrd que
ratones gue tienen una predisposicion genética a desarrollar procesos autoinmunes
presentan un mncrementado porcentaje de B0 [151], En un modelo de Esclerosis Maltiple
(EM) se describid que Li B10 necesitan de [L21 v de interacciones a través de CD40 con
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LiT para desarrollarse, expandirse y convertirse en B10 efectores secretores de IL10. Estos
estimulos ex vive son capaces de inducir la activacion y expansion de B10 i wiro, que luego
son capaces de inhibir sintomas de la enfermedad fm vfwo una vez transferidos [132]. Por
ultimo, a partir de un modelo de induccidn ir oweo, mediante inyecciones con
Lipopolisacitido (LPS), se identificé que lwego de iniciar su transcnpcion para la
producciém de IL10, los Li B10 son capaces de incrementar la expresion de factores de
teanscripeion, como Blimpl, asociados a la diferenciacion de LiB hacia plasmoblastos/ CP
y a la capacidad de secretar Acs [133]. Este trabajo demuestra que los LiB pueden ejercer
su funcidn regulatoria, v aun asi conservar su capacidad para secretar Acs, permitiendo a
su vez €l clearence de los Ags que inicialmente los activaron [153]. En concordancia, un
trabajo publicado por Matsumoto y colaboradores [30] describio gue en EAE,
plasmoblastos ubicados en los ganglios linfiticos drenantes secretores de 1L 10 eran capaces
de regular los sintomas de la enfermedad. Los autores demostraron que con la transferencia
de solo estos plasmoblastos (no de B1() esplénicas) se podian normalizar los sintomas de
EAE [150]. Los dates analizados en conjunto permiten hipotetizar la posibilidad de que Li
BID se diferencien en plasmoblastos/CP y luego se alojen en ganglios drenantes [30].

Con respecto & Li B10 en humanos, estas oflulas se identificaron a traves de su
capacidad para prodecir IL10. Se idemtificaron dos poblaciones potencialmente
productoras de ILI10: los Li B10 que producen [LI0 post-estimulacion con
PMA Tonomicina durante 3 horas (h), v los progenitores de B10 (Bi0Opro) que expresan
[L10 luego de una estimulacion por 48h con LPS+CDMOL o CpG+CD40L v
PMA/Ionomicina en las dltimas 5h. Los linfocitos B10 y Bl0pro se encuentran
principalmente dentro de una subpoblacion de LiB con fenotipo CD24%CD27°, e in vt
son capaces de regular la produccion de citoquinas por monocitos. Las poblaciones Bl( y
Bl0pro se encuentran aumentadas en individuos con enfermedades autoinmunes [154] tal
como sucede en ratones [151]. En otro estudio, se observd que en pacientes con Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) Ios LiB CD24™CD38" tienen incapacidad de producic 1L10
en respuesta a anti-CTM(0, mientras que las mismas células de dadores sanos pueden
producir 1L10 y suprimir respuestas Thl [155]. Por otra parte, en sangre periférica humana
s¢ encontrd que individuos con cancer gastrico tenian incrementados LiB productores de
IL10, con fenotipo CD24CD3E"CDIAYCDS", ¥ que cstos Bregs a traves de la IL10 eran
capaces de regular la secrecion de [IFNy v de THF por pane de LiT CD4" ¥ de fomentar la
diferenciacion hacia Tregs por medio de TGFR f witro [158].
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1.5.2] Mecanismos Regulatorios de LiB ejercidos a través de la Secrecién de

citoquinas diferentes a IL10

La 1L10 no es la dnica citoquina secretada por LiB que ha sido reportada eapaz de
gjercer una funcion regulatona. También se han identificado LiB secretantes de TGFp e
IL35 con funciones regulatorias. Se ha descripto que LiB, activados con LPS, secretantes
de TGFP son capaces de inducir apoptosis de LiT CD4" [157] v anergia de LiT CDE"
efectores [158]. En humanos, se ha reportado que LiB secretantes de TGFP tienen un rol
relevante en la induccion de tolerancia a Ags alimentarios [159]. Por otro lado, Shen v
colaboradores [28], descnbieron Bregs productores de L35 y ofrecieron un ejemplo claro
de como los Bregs pueden tener roles protectores o patogénicos a través de la supresion
inmuneg dependiendo del tipe de patologia de gue se trate, autoinmunidad o nfeccion, Asi,
en un modelo murino de EAE se hallaron LiB secretantes de IL35 v se demostrd su
funcion regulatoria y protectora en esta enfermedad, ya que ratones cuyos LiB tenian una
incapacidad de secretar IL35, obtenidos de ratones [L3SKO, no podian recuperarse del
proceso demiclinizante mediado por LiT en la encefalitis. Por otro lado, estas células
productoras de [L35 fueron identificadas en un modelo de infeccion con Salmonella. Para
este caso, 1a incapacidad de produccion de 1135 por los LiB aumentd la resistencia para la
infeccion bacteriana, favoreciendo la sobrevida de los ratomes infectados. Esto se
correlaciono con una mayor activacion de macrofagos vy LiT inflamatorios, asi como con
una mayor capacidad de presentacion antigénica por parte de LiB. Sorprendentemente,
estos Bregs presentaron un fenotipe de plasmoblasto/CP CI 38" Blimpl*, que se ubican en
focos EF esplenicos [28]. LiB productores de IL35 con actividad regulatoria también
fueron descriptos en un modele autoinmune de Uveitis, en donde L35 induce Bregs que a
su vez producen [L35 e [L10, La transferencia de Bregs inducidos con IL35 mejord los
sintomas de uveitis, debido a la inhibicon de Li T CD4" Thil » Thl7 (patogénicas) v a la
promocion de Tregs [160].

1.5.3] Regulacion de la inmunidad por LiB a través de Moléculas de Superficie
Laz funciones regulatorias ejercidas por los Bregs no 28lo dependen de la secrecion
de citoquinas; también s¢ han reportado mecanismos supresores dependientes de la

expresion de receptores de superficie tales como TIM-1, CD32/CD73 v PDLI.

TIM-1 (del inglés T cell Ig domain and mucin domain Protein 1) ¢5 una molécula co-
estimulatoria que regula respuestas inmunes modulando 1a diferenciacion de LiT CD4” a
células efectoras. Rothstein [161] v su grupo observaron que TIM-1 estd mayoritariamente
expresade en LiB, tanto en LiB de transicidn, como de zona marginal, foliculares e incluse
LiB CD5'CD1d"; v que LiB TIM-1" secretan IL10 & IL4 v promueven reéspuestas de tipo



Th2 y transfieren tolerancia hacia trasplantes m wivo. Las Bregs TIM-17 pueden ser
inducidas a través de la sefalizacion via TIM-1, lo cual provee informacion acerca del

desarrollo de Bregs, v podria brindar oportunidades para el disefio de terapias [161].

Por otra parte, en un modelo de colitis, inducida por administracion de la sal
dextran-sulfato de sodio, se evidencid que LiB son capaces de supnmir la respuesta
mflamatoria de esta enfermedad a través de la expresion de CD39 y de CD73 [162], CD39
y CII73 son ectonucleasas que en conjunto son capaces de hidrolizar adenosina tnifosfato
(ATP) exdgena en adenosina 5'-monofosfato (AMP) v finalmente en adenosina (ADO), las
cuales son mediadores inmunosupresores [163-165). La funcion reguladora de los LiB
C73 productores de ADQ fue evidenciada cuande la transferencia de los mismos a
ratones CDVAKO les confind resistencia a la induccidn de colitis [162]. En humanos, los
LiBE también expresan CD3% e incrementan su éxpresion luego de ser activados, ¥ los LiB
CD39" son capaces de suprimir la proliferacion de LiT CD4” o CDE” autdlogos [166].

Bregs que ejercen su funcion a través de PDLI fueron descriptas en modelos
autoinmunes y en cancer. En un modelo de EAE, Ia transferencia de LiB PDL1"™* previo a
la induccion de la enfermedad demora el inicto de la misma y alivia los sintomas [167].
Esto se comelaciond con una disminucion en los porcentajes de LiT CDMd" cooperadores
foliculares (Th), una disminucién del infiltrado en SNC, v en los niveles de IgG, IFNy ¢
IL17 especificos para la glicoproteina de mielina del oligodendrocito  (con la cual se
inmuniza para inducir EAE) [167]. Los autores de este trabajo discutén que el mecanismo
regulatorio ejercido por los LiB seria independieme de IL10, va que LiB PLMLI bt casi no
producen esta citoguina, v la transferencia de LiB PDL1™" ohtenidos de ratones IL10KO
reguld la proporcion y ¢l nimero de Li Tth cuando los ratones eran inmunizados con
hemocianina de lapa californiana [167]. En otro modelo de EAE, en donde €] tratamiento
con estrogeno E2 tiene una accidn protectora, se identificd que los LiB PDL1 tienen un rol
clave en este mecanismo protector [168]. Por un lado, se reportd que el tratamiento con
estrdgeno no funciona en ratones muMT, deficientes en LiB, sugiriendo que € mecanismo
protector mediado por estrdgeno requiere la presencia de LiB [169], Por otro lado, la
proteccidn mediada por estrdgeno tampoco tuvo injerencia en ratones PDLIKO ni en
ratones mubT transferidos con LiB PDLIKO [168]. Ademas, se observd que la ausencia
de PDLI proveca una disminucion de fa poblacion CIX5°CD1dY y una disminucion de la
produccion de IL10 por esplenocitos totales [168]. Transfirendo LiB ILID" a ratones
PDLIEC [170] s produce una recuperacion parcial de la proteccidn mediada por E2 en
los sintomas de 1a EAE. Por otro lado, el tratamiento con estrogena mas 1a transferencia de
LiB IL1D" mejora los sintomas de EAE en ratones muMT [171]. En conmjunto, estos

trabajos brindarian informacion para hipotetizar un posible mecanismo qué invoelucra tanto
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a PDLI como a IL10 en la fancion regulatona de los LiB. En concordancia, se demostrd
que en auséncia de LiB, tumores de prostata cn raton dejan de ser refractarios al
tratamiento con Oxaliplatin. En este modelo se pudo evidenciar que la poblacion de Breg
estd compuesta por plasmocitos que expresaban [gA v ejercen su funcion regulatoria a
través de PDL1 e IL10, suprimiendo la respuesta citotoxica de LiT CDE" encargada de
erradicar al tumor [172].

1.5.4] Linfocitos B Regulatorios en la Infeccidn con T, crusi

Por altimo, nuestro laboratorio describio que durante la infeccion con T. oz, las
principales células productoras de IL17 en bazo son los LiB [31], De acuerdo al rol
régulatorio de la TL17 durante esta infeccion (descripto previamente por Tosello Board y col
[19]), la transferencia de LiB WT, pero no ILI7KO, pudo disminuir la respuesta
inflamatoria y mortalidad de ratones deficientes en LiB maduros infectados con T oz
[31]. Los resultados indican que los LiB de ratones infectados con T cruzf cumplen una
funcidn regulatoria de la inmunidad eelular a traves de la secrecion de una citoquina, Cabe
destacar, que al igual que las Bregs identificadas por Sheén y sus colaboradores [28], parte
de los LiB productores de [L17 presentan un fenotipo asociado a plasmoblastos/CP
CI138°, los cuales se ubican en focos EF esplénicos [31]. El grupe reporto que dichos
focos EF, que aparecen muy temprano en la infeccion, rodean fundamentalmente a LiT
[82], lo que permite hipotetizar que los plasmoblastos/CP CD138" pueden influir la
respuesta inmune mediada por células T.
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El bno equbibric alcanzado entre los mecamismos efectores v supresores de la
inmunidad innata y de la mmunidad adaptativa puede asegurar un control efectivo del
agente inféccioso en ausencia de efectos deletérens para el hospedador, Es por ello que la
comprension de las interacciones entre los LiB con células del sisterna innato (NK, CDs,
neutrdfilos, macrdfagos) ¥ los LiT CD4™ v CDE™ v LiTyd ¥ de los mecanismos requernidos
para genetar una optima respuesta celular ¥ humoral es esencial para disefiar nuevas

yacunas y/o terapias destinadas a controlar infecciones o las patologias derivadas de ellas.

El hecho que los PL/CP de los ratones infectados con T, cuzd estén en estrecho
contacto con los LiT nos levd a preguntamos si este estadio celular, resultado de la
diferenciacion de LiB, ejerce una funcion regulatoria. Ademis nos preguntamos i los LiB
o sus productos de diferenciacion celular pueden regular la respuesta inmune a través de

otras citoquinas diferentes a la IL17 o a través de moléculas de superficie.

En base a esto, el objetivo de ésta tesis doctoral es “ Evaluar la funcién regulatoria
de los LiB y de su producte de diferenciacién terminal, las CP, sobre la respuesta
inflamatoria disparada en la infeccion con T. cruzi, junto con los posibles mediadores
involucrados en la ragulacién”.
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RESULTADOS
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3.1] Ratones muMT infectados con T. cruzi presentan prematura

mortalidad y exacerbada respuesta pro-inflamatoria

Para determinar si los LiB cumplen un rol regulatorio en la mfeccion con T, o,
elegimos como modelo experimental para el desarrollo de esta tesis doctoral la infeccidn en
ratones muMT, los cuales son deficientes en LiB maduros. Estos ratones tienen un
background” genético similar al de ravones C37BL/6, por lo que estos ultmos fueron
utilizados como ratones controles, WT (del inglés wild tvpe). Es imporianie sefalar que
mas alld del posible rol regulatono que pudieran estar ejerciendo los LiB, ha sido reportado
que los mismos tienen un rol protector en la infeccion con T ot v que los Acs producidos
por estas células participan en el control de la replicacidn ¥ en Ia eliminacion del pardsito a
traveés de diversos mecanismos [19, 20, 22, 173-178). Es por esio, que, én una primeéra
mstancia, evaluamos la monalidad de los ratones muMT infectados en comparacidn con
ratones W1, junto con indicadores propios del desarrollo de la infeccidn, tales como la

parasitemia v el parasitismo tsular,
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Figura 1: Rotones mudT infectodos con T, cruel presentovon uang premoturg morialidod pero
Sfueren copoces de controfor fo replcocien del paorasito. Ratones CSTBLMG (WT) [(n=9) v mulMT [n=13]
furcn infectados, por via Intraperitcneal, con 10000 fripomastigotes del T crwad cepa Y-bro &)
Porcentaje de sohrewida de fos ratones infectados a diferentes dias pi {"p<0.05 significativo de acserde
al test Gehan-Breslow-Wilcoxkan). B] Mumers de tripomastigotes en muestras de sangre a diferentes dias
Bl " "0, 001 Anova de des wids can post-test de Banferroni) O Carga parasitaria determinada por RT-
PCR del DNA satelital de T ol de un posl de DNA de ratones infectados (n=5], relstivo a GAPDH, a
cada dia pi por triplicado {***p=0,001 Anova de una via con post-test de Bonfarroni). Se muestra un
axperimento representative de 3.
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En la Fig. 1 se puede observar que ratones muMT infectados con T. oruzdf presentaron
una mortalidad prematura con respecto a los controles WT infectados (Fig. TA), va que la
mayoria de los animales deficientes en LiB murieron a partir del dia 22pi. Los datos
indican, 1al como fue repomado [20], que los LiB son necesarios para sobrevivir a la
infeccién por T, oz

Al estudiar el nimero de parasitos en sangre circulante observamos que los ratones
muMT, a pesar de presentar mayores niveles de parasitemia en cl dia 9pi (dia del pico de
parasitemia), posteriormente alcanzaron niveles similares a 1os detectados en los ratones
WT infectados (Fig. 1B). La cinética de 1a curva de parasitemia fue similar en ambos
prupos de ammales mfectados, A los dias 9 v I5p los ratones mubMT infectados
presentaron una Mayor carga parasitania en higado, mientras que en bazo se puede
observar una mayor carga parasitaria solo al dia 15pi. Para el dia 22pi los ratones muMT
infectados presentaron cargas parasitarias similares a los confroles WT infectados en
higado, bazo ¥ corazon (Fig. 1C). Los resultados analizados en conjunto indican que los
ratones deficientes en LiB fueron capaces de controlar la replicacion del T, eruzd ¥ que un

mayor parasitismo tisular no seria la cavsa de muerte prematura.

Hemos sefialado previamente que en la infeccidm con T ez, la respuesta pro.
inflamatoria s protectora, aunque en nveles elevados puede ser patogénica. Se ha
establecido que alios niveles de citoquinas pro-inflamarorias como IFNy vy TNF estdn
asociados con patologia chagisica severa vy gue el balance entré citogquinas anti-
mflamatorias ¢ inflamatonas es un determinante clave en la patogéness de la Enfermedad
de Chagas [15, 16, 73]. En base a esta informaciom decidimos analizar los niveles de
citequinas tanto pro- como anti-inflamatorias en los ratones mfectadoes e investigar s1 la
respuesta inmune de los ratones muMT infectados presenta un desvio hacia una respuesta
pro-inflamatoria de tipo 1. La concentracion de las diferentes citoquinas fue deferminada
en el plasma de los animales infectados para tener una apreciaciom de la respuesta del

sistema inmune a nivel sistémico,

En la Fig. 2 se muestra gque 1o ratones deficientes en LiB infectados con T, oz, 51
bien aparentemente presentaron un aumenio en los niveles de IL1b (Fig. 2A) v de IL6
(Fig. 2B) ¥ una disminucion en los niveles de IL12 (Fig. 2C), con respecto a los valores
obtenidos en ratones W infectados, estas diferencias no fueron significativas, Observamos
que los ratones deficientes en LiB presentaron niveles significativamente elevados de
ciboquinas que cumplen funciones antagonicas como [FNy, THF y TGFE La
concentracion de IFNy presentd un pico en el dia del pico de parasiternia (dia 9p1) v fue

superior ¢n los ratones mubT; posteriormente los valores de esta citoguina disminuyeron
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en ambas grupos experimentales alcanzando valores similares (Fig. 2 [3). Con respecto al
THNF (Fig. 2E), observamos un incremento en la conceniracion de esta citoquina después
del dia 5pi en ambos grupos experimentales con un pico maximo de aumento en el dia
l4pi. Los ratones muMT infectados presentaron mayores concentraciones de TINF en
plasma que los ratones W los dias 9 y 14pi. En el dia 18pi, las concentraciones de TNF de
ambos prupos experimentales se ven reducidas, v mientras permanecen reducidas en el dia
25pi en ratones WT, en los ratones muMT infectados se ven nuevamente incrementadas
(Fig. 2E). Esto podria deberse a que en ¢l dia 18 hay un grupo de ratones muMT infectados
que murieron, provocando que la poblacion se modifique, vy probablemente seleccionando
aguellos que presentan niveles de TNF mas bajos a la totalidad del grupo. En otros
experimentos donde la totalidad de los animales fueron sacrificados en el dia 18pi, el grupo
de ratones muMT présentd un aumento significativo en las concentraciones plasméticas de
TNF con respecto a los ratones WT infectados (datos no mostrados). Por otro lado,
encontramos que los ratones mubMT presentaron a todos los dias pi concentraciones de

TGFp significativamente elevadas (Fig. 2F).

Finalmente, se evaluo la concentracion sérica de IL10 ¥ de IL17 en los ratones
infectados, v las mismas resultaron indetectables para la técnica de medicidn utilizada
{datos no mostrados).
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En resumen, observamos que los ratones deficientes en LiB presentaron aumentos en
las concentraciones de las citoquinas pro-inflamatorias en dias aislados o durante todo el

transcurso de la infeccion, asi como de TGFp.

Debido a que el TNF ha sido reportado como mediador de la patologia chagasica, v
los ratones mubT son incapaces de regular al TNF de la misma manera que ratones WT
infectados, decidimos enfocar nuestros estudios en esta ctoquina v evaluar su participacion
en la muerte prematura de los ratones deficientes en LiB. En primer lugar, evaluamos 51
exista una correlacion entre fos nrveles sistémicos del THF v la muerte de los ratones
infectados, Para ello, nos basamos en los datos de sobrevida de los ratones mobT
infectados: mientras ¢l mayor porcentye de los  ratones muMT  infectados
(aproximadamente el 70%) muere frente a la infeccion (ratomes muMT susceptibles), el
30% restante sobrevive (ratones muMT resistentes) (Fig. 1A). Para confinuar el estudio
infectamos un nuevo grupo de ratones, identificando a cada maton, para poder hacer un
seguimiento individual durante el transcurso de la infeccidn. Para el final del experimento,
fuimos capaces de identificar los ratones qué habian sobrevivido, agquellos que no, ¥ las
muestras tomadas fueron agrupadas de acuerdo a la sobrevida. El mismo tpo de
identificacion fue realizada con el grupo de mtones WT. En la Fig. 3A s¢ muestran las
concentraciones de THF en plasma de cada grupo expernimental. Observamos que [os
ratones mubdT resistentes, a pesar de presentar niveles de TNF mis altos que ratones WT
al dia 9pi1, fueron capaces de regular negativamente esta citoquina, presentando a posterion
niveles de THNF en plasma similares a los presentados por los ratones WT infectados;
mientras que los ratomes muMT susceptibles presentaron a los dias 14 v 25p
concentraciones de TNF significativamente mads altas que las de los ratones WT infectados
v que los ratones muMT resistentes (Fig. 3A), Cabe sefalar que ¢l ndimero de ratones
susceptibles analizados fue disminuvendo con los dias pi debido a su muerte ¥ que la
misma ¢ asocid con niveles elevados de THNF {datos no mostrados). Es por ello que la
poblacidn de ratones muMT analizada en el dia 18pi es una poblacion particular de ratones
sobrevivientes, los cuales presemtaron concentraciones plasmiticas de TNF similares al

resto de los grupos experimentales.



Kecultadog

A L wr 4@ muMT Susceptibles B O WT -8 muMT
B muMT Resistentes
0.8~ m 1104 hirk

Figura 3: Ratones meldT infectodos con T, cruzi presentaron alterociones ciinicas ¥ bioguimicas
osocipdas o elevedos niveles de TNF en suerp, Ratones WT [n=8] y muMT {n=13} fueron infectados, por
via ip, con 10000 thgomastigotes de T. oruai cepa Y-br. A diferantes dias pi se obtuvlernon muestras de
sangre v se determind 1z concentracian de THF [A] por ELISA en plasma de kos ratanes mubdAT infectados
fgrupados de scuerds & sobrevidn (ratones muMT sasceptiblas: ratones mubT gue tallecieron con la
infeccion; ratones mubdT resistentes: ratones mubT gue fogran sobrevivir & 13 infeccidn), =3 p<0.01
AT resistantes wvs WT, *° pod 01 *** p<0001 mobT cecistentes wa WT: #38 po0001 mubdT
suECEpl bles ve rauddT resistantes: Amowa de das was — Barferiani posi-East, E:l Cinetica de peso corporal
de los ratones infectados o diferentes dias pr. El peso gue tenian al dia Opi fue considerado como 100%,
En fas muestras de plasma ademas se determing; £} la concentracidn de glucosa y O) la actividad de la
transaminasa GPT. **p<0,01, *** p<d,001 Ancva de dos was — Boaferrani post-test. Ratongs WT (n=3} 4
muhdT (n=3) fueron sacrilicados a los dias 9, 15 v 20pi, v 52 oblewe su higado para posterior andlisis
hisiobogico, En E) se muestran fotogratias represantativas de cortes de higados obtenidos al dia 9pl
tefidos con HE de ratones WT (fotografias supericres] y mubdT [fotografia inferigres]
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Teniendo en cuenta los hallazgos de Holscher ¥ colaboradores [18] los cuales
reportan, en ratones infectados con T oz, que ciertas manifestaciones clinicas como
perdida de pesp, hepotermua, hipoglucemia, hipercalcemia e incremento de enzimas
hepaticas junto a dafio tisular s asocian con una sobreproduccion sistémica de TNF,
decidimios evaluar estos parametros en nuestros grupos de ratones infectados. De acuerdo
con los miveles de TNF en plasma, los ratones muMT infectados presentaron una pérdida
de su peso corporal a partir del dia 9m (Fig. 3B), la cual continuo hasta la muerte de los
animales analizados (dia 25p1). La concentracion de glucosa en el plasma de los ratones
deficientes en LiB infectados fue menor a la de sus comrespondientes controles infectados,
en todos los dias pi oanalizados (Fig. 3C). Ademds los ratones muMT infectados
presentaron una actividad de la transaminasa GPT significativamente elevada al dia 9pi, v
elevada, aunque no sigmficativa, previo al dia 20pt (Fig. 3D). En correlacién con estos
datos, en el analisis histopatologico de cortes de higado de ratones muMT infectados se
pudo observar una evidente necrosis, vasodilatacion y coagulacidnm intravascular. Los
hepatocitas de Ios higados de los ratones mubdT infectados se presentaron redondeados,
con mayor tamafio v con citoplasma vacwolizado v nicleos picnoticos. Se observaron
estructuras conocidas come cuerpos de Councilman (indicados con flechas), indicativos de
que los hepatocitos estdn sufriendo un procese de apoptosis. Ademds se evidencid
presencia de infiltrado celular mflamatorio (Fig. 3E - muMT). Los higados de los ratones
controles presentaron un infiltrado multifocal ¥ perivascular leve e hiperplasia de las células
de Kupffer (Fig. JE -WT).

Los resultados analizados en conjunto sugieren que en ausencia de LiB, los ratones
mnfectados con el T oz presentan una respuesta inflamatoria desregulada, con un cuadro

clinico similar al del shock toxico, posiblemente mediado por TINF.

Para determinar si ¢l THF es el mediador de muerte en ratoncs muMT infectados,
decidimos someter a los ratones infectados a un tratamiento con un Ac blogqueante de la
actividad del TNF v evaluar las consecuencias del mismo. Este tipo de tratamiento, aungque
con diferentes esquemas v dosis, ya ha sido realizado previamente en ratones infectados
com T, cmezi, [18, 179, 180), con resultados contrapuestos. Por tal motivo, disefiamos un
esquema de tratamiento adaptado a duestro modelo de infeccion ¥ & los resultados previos
obtenidos, Tentendo en cuenta que los ratones WT infectados comienzan a regular esta
citoguina pro-inflamatoria a partir del dia 13pi, ¥ que el TNF es necesario porque forma
parte de la respuesta protectora a tiempos tempranos de la infeccion, cercanos al dia 9pi,
decidimos comenezar a myectar €l anti-TNF a partir de 1os 13 dias pi (Fig. 4A) ycada 3o 4

dias, alcanzando 5 invecciones en total. Ademas de garantizar la administracion semanal



Hesultodos

de Ac necesana, nuestro esquema también fue ideado para mamipular los ratones lo menos

posible, en vista de no agregar factores potencialmente influyentes de los datos a obtener.

Observamos que ¢l tratamiento con €l Ac neutralizante de TNF {(clon XT3.11 de
BinXcell) demoro la momalidad de los ratones muMT infectados, pero no fue capaz de
evitarla (datos no mostrados). Evidenciamos ademids que esto no se deberia a una
reactivacion de la replicacion del parasito, va que los ratones muMT tratados con anti-TNF
no presentaron diferencias significativas en la carga parasitaria con respecto a la de ratones
muMT infectados no tratados a los mismos dias pi (Fig, 4B). Observamos umna
recuperacion inicial de los ratones a través de un aumento del peso corporal una vez
comenzado el tratamiento (Fig. 4C) y luego una caida abrupta del mismo posterior al dia
20pi. Esto se correlaciono, sorprendentemente, con el hecho de que los ratones muMT
infectados tratados presentaron una exacerbacion de toda la via pro-inflamatoria ripo 1,
evidenciada por el mcremento en el plasma de las concentraciones de IL12, IFNy, y TNF
(Fig. 4 D, E ¥ F). A pesar de estar blogueada la actividad biologica de TNF en respuesta al
tratamicnto, los ratones deficientes en LiB infectados incrementan los niveles de TNF. En
concordancia con el efecto dafino de altas concentraciones de TNF sobre higado [181]
observamns que los ratones muMT tratados presentaron un aumento de la actividad de la
transaminasa GPT con respecto a ratones muMT no tratados (Fig, 4G). Analizande los
resultados obtenidos, es probable que exista un mecanismo de regulacion de la via pro-
inflamatoria, en donde ef TNF sea capaz de regular la secrecion de 1L12 v/o IFNy, con lo
cudl con su neutralizacion, estas citoquinas se verian desreguladas, induciendo la secrecidn
de mavores cantidades de TNF en ratones mub T tratadaos,

Podemos concluir que el rratamiento que atilizamos no logro revertir la respuesta
inflamatoria ¥ la caquexia de los ratones muMT infectados. Esta respuesta no esperada
podria deberse a las caracteristicas del Ac blogueante utilizado o a que, blogueando la
actividad del TNF, la ausencia de LiB hace que la respuesta de los animales sea diferente a
lo previamente reportado [11, 182].
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Figura 4; El Blogueo de THF pramowid la recuperacidn del peso corporal en los primeros dias pi
de los ratones muldT infectodos con T, crwzl, pero o Hempos tordios fos rotones muerieron por
exgcerbacidn de fa respiresta tieo 1. (A) Esquema de inyeccsones del Ac antl-THF [Indicedas en varde) ¥
toma de muestras (indicadas an rojo). Ratanes WT (n=4] ¥ mubAT {a=16) fugron infectades con 10000
tripemastipotes de T crus' copa Y-br por via ip. A un grupo de 8 ratones mubT 58 les impacio un AC antl-
THE de rata, v a otro prups de 8 ratones un Ac control {IgG1 de raca) de especificidad no relacionada, de
acuardo.al esquema mostrado en A) por via ip, B] ADN saieliial de T crazd determinado par PCR en
tlempo real refativo a GAPDH. ©) cinetica de peso corporal considerznde 100% el peso Iniclal de los
ratones (dia Opi). O] Miveles plasmaticos de IL12pA0, E] IFNy & F) THF evaluados por EUISA v &) de |
actividad de GPT analizados 3 bos 21 w 28 dizs pl. *pe0,05 **pe001 **"p<0,001 Anova de una wis con
past-Test de Bonferrenl, = WT v mubdAT, * muMT tratado con ant-THE vs WT; & mubdT tratado vs
mubd T, Experimenta representalivg de 2.



Resultaaas

3.2] Los LiTCD4" de ratones muMT infectados presentan un perfil

pro-inflamatorio

Debido a que los altos niveles de TNF estin asociados a la caguexia y sobrevida de
los ratones mubT infectados v que el mismo no pudo ser regulado en ansencma de LiB,
continuamos nuestro estudio analizando las poblaciones celulares productoras de esta
ctoquina y su distnbucion en drganos linfiticos secundarios e higado.

Evaluamos la frecuenca de oflulas productoras de THNF por citometria de flujo
intracelular, v para expresar estos datos porcentuales en nimero de oélulas tuvimos en
cuenta que la cantidad de células de los drganos linfaticos de los ratones muMT difiere
considerablemente de los valores de ratones W'T, siendo diez veces menor. Si bien en
ambos grupos experimentales la celularidad incrementa como consecuencia de la infeccidn,
el nimero absolute de células de los ratones muMT infectados puede ser menor o igual al
del WT. Es por ello que una comparacion del nimero de células TNF' no reflejaria cednto
incrementa la poblacion de células TNF" en avsencia de LiB. Para poder mostrar los
cambios que ocurren en el nimero de células productoras de TNF, como consecuencia de
la infeccion, decidimos graficar el namero de células THNF' teniendo en cuenta el
ncremento en celularidad en cada grupo experimental en particular, El ndmero relativo
praficado se¢ obtuvo del cociente entre ¢l nimero de células totales del raton
infectados/células promedio del drgano de un ratén no infectado. De esta forma pudimos
hacer una comparacion del crecimiento o involucion de la poblacion THNF en ambas cepas
de ratones infectados.

Con respecto a la frecuencia de células productoras de TNF, observamos que los
ratones muMT, al dia 9pi, presentaron un mayor porcentaje de céhalas TNF™ en bazo v en
ganglios nfiticos mguinales (Fig. 5A v B) ¥ no encontramos diferencias significativas en
los porcentajes e la poblacidn TNF® en higado (Fig.5C). Al dia 15pi cbservamos un
aumento significativo en el porcentaje ¥ nimero de células productoras de TNF solamente
en ganglios hinfaticos inguinales, ¥ no hubo diferencias significativas en bazo e higado (Fig.
5A, By Q).
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Figura 5: Ratones mudT infectedos con T, cruzi presentaron wn mayor parcentoje y numero
refativa de célulos productoros de TNF en baro y ganglios finfdticos inguinales. Ratones WT (n=10] y
mulT [n=8] fueron Infectados por wia ip con 10000 tripomastigotes de T, crugf cepa Y-br, A los dias Oy
15pi, grupos de 4-5 ratones fueron sacrificados. Los esplenocitos totales [A], laucocitos de ganglios
linfaticas inguinales (B] y leucoatos infiltrantes di higedo [C) fuaron obtenidos e incubados durante Sh
con PREA, lonomicing ¥ Brefelding A Luego de realizar la tincsdn intracelular con anti-THF marcado con
flugrocromo, las muestras fueron procesadas por citemetria de flujo y anafizadas en Flow jo. Se
rauestran dot-phots de TNF vs FSC representativas de cada grupa de ratones a los dies 9y 15pi. E| “gata”
indica & porcentaje de células THF . Para cada drgano se muastran exporimentos fepresentativos
cemparando los porcentaies de oélulas productoras de TNF en cada Grgana y e namers relativo [RY) de
calulas THE en cada organo [células totilesfcélulas promadio del drgano de un raton no il ectada).
®ne, 05 Y*pL0,01 == *p<0,001 test t de Student. Experimento reprasentativo de d
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Dhversas poblaciones fcucocitarias tales como monocitos, macrofagos, neatrdfilos,
CDs, LiT, y LiB3, entre otras, son capaces de secretar TNF [78, 183, 184]. Con el objeto de
identificar las poblaciones celulares secretoras de TNF en ambos grupos de ratones
infectados con T crueet, realizamos un ensayo de inmunofluorescencia en donde laz células
fueron incubadas con Acs reactivos para moléculas especificas de linaje celular marcados
con fuorocromaos. Las eélulas marcadas fueron evaluadas por citometria de flujo. Dentro
de la poblacion TNF', evaluamos la expresidon de moléculas de superficie tales como CD3,
CId, CD8 (para identificar LiT) y Ly6C, Ly6G, CDlle, CD11b (pama identificar
monocitos, neutrofilos v CDs). Observamos que la principal poblacidn TNF®, en bazo v en
ganglios linfaticos inguinales obtenidos a los dias 9 ¥ 15pi, estaba compuesta por LiT CD4*
tanto en los ratones WT como en los muMT infectados (Fig.6). En los ratones muMT, la
poblacion CD4" productora de TNF expresd mayoritariamente el marcador Ly6C, el cual
ha sido descripto como un receptor indicative de un fenotipo Thl [185, 186]. En los
ratones WT mfectados, dentro de la poblacion de LiT CIM4° productora de THF, se
observid una poblacidn negativa para Ly6C y otra positiva (Fig. 6 A v B). Ademas de los
LiT CD4", la poblacion productora de TWNF también estuvo compuesta, aungue en menor
medida, por LiT CD¥ ({en bazo v pganplios linfiticos mpuinales) v neutrohlos
{Ly6G Ly6C") (s0lo en bazo) (Fig. 6 A v B). Los daos indican que los ratones muMT
infectados no solo presentaron una mavor proporcidn de células secretoras de TNF que sus
contrapartes WT, sino que a su vez éstas ¢élulas expresaron un perfil pro-inflamatoro

mis acentuado,

1
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Flgura 6: Rotones muldT Infectados presenteron diferencios en fa composicidn de o poblocidn
secreftord de TNF con respecto o ratones WT infectades. Ratones WT v mulT fueron Infectados, por wia
g, con 10004 tnpomastigotes de 7. cranl cepa Y-br y grepos 8 3-6 ratones fuenon sacrificados of dia 9y
15pd, Las céfulas de bazo (A) v de ganglics linfiticos Inguinzles (B) fueron obtenldas v cultieadas con
PidA-lonomdicing v Golpl Stag durante Sh. Luego fueron fijadas, permeatbilizadas v tefiidas con antl- THE
Ch3, Cha, CD8, LyeC, LyasE de ratdn v adoguiridos en wn ciidmetro de fupa, 52 muestran dol-plots
representativos de cada drgano, de cada grupo de ratones, a cada dia pl. Gate realizado en 13 peblacion
TMF . Los graficos a la derecha muesiren el compllade de los porcentajes celularas en todos Fos ratones
de cada grupo [circule vacka: retones WT, circulo leno: ratones mubAT]. **pcl,0l ***p<0001 Test 1 de
Student. Exparimento representativo de 3,



Resiltada

Diebido a esto, decidimos evaluar diferentes citoquinas y factores de transeripeion
gue definan con mayor certeza si efectivamente los LiT CID4™ poseen un perfil pro-
inflamatorio de tipo 1. Por citometria de flujo, determinamos el porcentaje de la poblacidn
de LiT CD4" que producia citoguinas asociadas a un perfil pro-inflamatorio de tipo 1, tales
como [FNy ¥y TNF (Fig. 7A, B). Observamos que, en comparacibn con ratones WT
infectados, los ratones muMT con 9 dias de infeccitn presentaron un incremento
estadistcamente significativo en el porcentaje tanto de LiT CD4" producores de IFNy
{Fig. TA) como de productores de TNF (Fig. 7B). Por ¢l contrario ¥ en concordancia con
un perfil pro-inflamatorio, los ratones deficientes en LiB madures infectados presentaron
una disminucion significativa en 1oz porcentajes de LiT CD4” productores de IL10 (Fig.
7C), citoguina asociada a vn perfil regulatorio. También observamos que los ratones
muMT infectados presentaron una disminucidn en ¢l porcentaje de LiT CDM° ILIT (Fig.
70}, citoguina con potencial anti-inflamatorio en la enfermedad de Chagas [19, 31].
Asimismo, los ratones mubMT infectados presentaron un porcentaje significativamente
menor de LiT CD4" que expresaban el factor de tramscripcidn Foxpd (Fig. 7E).
caracteristica de la poblacion Treg [110], ¥ un aumento en el factor de transcripcion Thet
(Fig. 7F) asociado a on perfil pro-inflamatorio de tipo 1 [187). A su vez, tal como
mostramos en la Fig. 6, los LiT CD4" de ratones muMT infectados, presentaron un mayor
porcentaje de células Ly6C" v un menor porcentaje de Ly6C, v a su vez, la poblacion
Ly6C* presenta mayor intensidad de fluorescencia media (IFM) de esta molécula (Fig
73). En conjunto, estos datos sugieren que la poblacidn de LiT CIM° en ratones muMT
infectados presento predominantemente un perfil de tipo pro-mflamatorio de tipo 1.

Determinamos ademds, en la poblacidn de LiT CD4°, la expresion de receptores de
superficie asociados a funciones inhibitorias de la respuesta celular, tales como CTLA4 v
PD1 [134, 135, 188]. No encontramos diferencias en la expresion de CTLA4 entre las
poblaciones de ambas cepas de ratones infectados {datos no mostrados), pero la expresion
de P21 fue menor en ratones muMT infecrados (Fig. YH), sugirendo que esta poblacion
seria menos susceptible a la regulacion mediada por FDLI [189-191].
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Figura 7: LiT COR° de ratones mulMT infectados presentaran un perfil pra-inflamatoric mos
exocerbodo que los LT COM° de rotomes WT infectados, Ratones WT v mubdT fusron infectados con
tripomastipotes de T. crunl cepo Y-br vy grupos de 3-6 ratones fuersn sacrifeados. al dis 9pi. Los
esplenocitos fuaron chtenidos 4 cultivados con PRA-IGsomicing w Golgi Stop durante 5h. Luepo fueran
fijados, permasbifizados v tefidos con anti- CO3, CO4, IFNy, THNE, IL10, ILLT, FaxP3, Thet, WyaC ¢ PDI de
ratan, y adguiridos en un Citdmetro de flugo. Se muastran dot-plots reprasantativas de cada gropo de
ratones en cudnta & la expresion de (&) IFNy (B THNF, [C) IL10Q, (D] 1IL17, (E) Foxp3 en la poblacidn de LU
CRACOA, A la derecha de |a flgura se gresentan grdficos mostrands los porcentajes de células
CD3ICM° productoras de cada citagulng «n la totalidad de ratones analizados. Al final de la figura ce
presentan histogramas mostrando |a expresidn de Thet (F), LyEC (G) v PD1 (H] en |z poblacian de LT
CD3COM° Indicando la IFM [F) [H), & el porcentaje dé células LyGC w LyeC junta con |a intensidad de
fluorescencia media para cada poblacion |G}, *p<005 **p<0,01 ***p<0.001 Test t de Student,
Experirnento reprasentative de 4.



Pecuitadng

3.3] Los LiT CD4' de ratones muMT infectados modifican el
fenotipo de los LiT CD4" de ratones WT infectados

En los ratones infectados con T. oz observamos que la inhibicion de la respuesta
pro-inflamatoria tipo 1 ocurre alrededor del dia 13pi. Los LiT pro-inflamatorios presentes
al dia 9pi en los ratones WT infectados aparentemente son regulados negativamente, pero
no ocurre lo mismo en los LiT de los ratones deficientes en LiB. Para evaluar i LiT CD9*
inflamatorios presentes en los ratones muMT pueden ser regulados de la misma forma que
los LiT de ratones WT, realizamos un experimento de transferencia, en donde LiT CD4’
purificados de ratones muMT (CD45.2) a los % dias pi fueron transferidos a ratones WT
{CD45. 1) con los mismos dias pi. En paralelo, un grupo de matones WT v otro de maMT
infectados fueron estudiados como controles (Ver esquema en Fig. BA) Al dia 15pi se
obuvieron los bazos v ganglios linfiticos inguinales de todos los ratones en cada grupo, v
por citometria de flujo se evalud la poblacidn de LiT CD4", v los porcentajes de LiT
CD4"TNF' v Ly6C'. Se puede observar que, al dia 15pi, los LiT CD4' CDM45.1, de los
ratones W'T receprores, sufricron una modificacion en el perfil de expresion de THF v
Ly6C, asemejando su perfil al de los ratones muMT infectados al dia 15pi (Fig. 8B v 8C).
Los ratones WT infectados transferidos con LiT provenientes de muMT presentaron en
bazo, al 1gual que los ratones muMT, un aumento significativo en ¢l porcentaje de la
poblacidn LyaC " THF dentro de la poblacidn de LiT CDM4°, con respecto a ratones WT no
transferidos (Fig. BB ¥ C), Mo se observaron diferencias significativas en el porcentaje de la
poblacion Ly&C TNF" dentro de la poblacion de LiT CD4” entre los grupos. En ganglios
linfaticos inguinales, los ratones muMT presentaron un aumento significativo en el
parcentaje de LiT CD4™ Ly6CTNF™ con respecto a ratones WT infectados, y de manera
similar, ratones WT transferidos con LiT CD4 de mtones muMT también presentaron un
aumento significativo en la poblacidon LyeC TINF ™ (Fig. 8C). Ratones WT transferidos con
células de muMT también presentaron, en los ganglios linfaticos inguinales, un aumento
significativo en el porcentaje de la poblacion Ly6C™TINF mientras que no se encontraron
diferencias significativas entre los porcentajes presentes en ratones WT o muMT infectados
de dicha poblacion (Fig. 8C). En base a los resultados obtenidos, analizados en conjunto,
podemos concluir gue los LiT CD4" que se generan durante la infeccion con T, oz en
ausencia de LiB, log cuales tienen un marcado perfil pro-inflamatorio tipo 1, no pueden ser
regulados y son capaces de alterar el perfl de otros LiT CD4" independientemente de la
presencia de LiB.
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y cafudas de ganglics linfaticos inguinales, Las célules te estimularan durante 5hocon PRMA-lonomicing en
presencia de Brefaldina &, v luego 58 procedic 3 su fijado y fincien intracelular con Acs anth-C03, OO, Lyal y
THE. 5= muestra un col-plot representativo de cada gropa de arimales en la poblscion COZCO4" {CD&5.1" en
ratanes WT), Los "gates” indican los porcentapes de células byel THNF ¥ LybC THF, v 52 mieestra un grafico
con jos porcentapes de estas poblacipres para tooos os anirmales esiudiados para bazo IE:l ¥ gun.;llns. limlaticos
inguinales {C). O} Esquema egperimental: ratomes AT {n=15} y ratones mutdT (A=2] infectados con T, crusl por
wiz ip, Los ratones mubT infectados v 3 ratones WT infectados fueron sacrificados al diz 8pi v a partir de sus
suplenptitos se gudificason led LT COA. Eitod UT lusran transferidos pod wia endovencas a dod grupo de
ratones WT infactados |n=4 en cada grupo) el mama dia; “WT+HWT Aatones WT que recibieran LT CO4™ W Ty
“WTimubT® ratcnas gue recibleron LIT C04° mulT, "WT": ratones WT infectados sin transferendia. se
obtivleron muestras do plasma a los dizs 0, 8, 15 v 21pi v o niveles séricos die IFNy (E) ¢ de THF [F) se
detarminaron por ELISA. *p<0.05 **p<0,01 ***pcd0d] Anova da una viz con post-Test de Bonfesroni



Hedlodas

Diiversos reportes han correlacionado los niveles de citoquinas pro-inflamatorias con
el desarrollo de la patologia chagdsica [15, 16, 73], ¥ a su vez, se ha asociado la produccion
de estas citoquinas con €l infiltrado de LiT CD4* 0 CD&" en corazon [15, 74, 75]. Con o
objeto de evaluar si los LiT de ratones muMT, también son capaces de alterar ¢l perfil de
produccion de citogquinas y [a evolucion de la enfermedad medida en términos de caguexda,
realizamos otros expenmentos de transferencia celular (Fig. 8 D). Ratones WT [(n=12)
fueron identificados y pesados para determinar su peso corporal inicial. Luego se tomd una
muestra de plasma a cada uno de ellos. Estos ratones W, en conjunto con oftros 3 ratones
WT (como fuente de LiT CIM7) y con 2 ratones muMT (como feente de LiT CD4" pro-
inflamatorios desregulados) fueron infectados con 10000 tipomastigotes de T ot (ver
esquema en Fig. 8. Al dia Bpi, los ratonmes individualmente identificados fueron
sangrados para obfener una muestra de plasma v fueron pesados nuevamente.
Posteriormente, un grupe de 4 de estos ratones WT fueren transferidos con LiT CD4*
provenientes de los ratones WT v un segundo grupo de 4 ratones recibieron LiT CD4°
provenientes de ratones muMT (WT + muMT). Un tercer grupo de ratones WT, sin
transferir, fue mantenido como control (Fig. 80). A los dias 15 ¥ 21, se obtuvieron
muestras de sangre de los tres grupos de ratones, v se determund su peso corporal. Cabe
sefialar que todos los matones sobrevivieron hasta el dia 30pi, ¥ no se encontrd ninguna
disminucidn en los pesos corporales en ningin grupo (datos no mostrados). En muoestras de
plasma se determind la concentracion de IFNy v de TNF, v se grafico la cinética de estas
citoquinas, Con respecto al [FNy, los tres grupos de ratones se comportaron de manera
homogénea hasta la sransferencia, mostrando un pico en la concentracion de IFNy al dia
Bpi, correspondiente al pico de parasitemia como se descnibid previamente. El grupo Jde
ratopes WT gue recibid LiT CD4* de sus andlogos WT, no mostrd ninguna alteracidn en
su cinética de IFNy, mientras que el grupo receptor de LiT CD4" de ratones muMT
mantuvo significativamente elevadas las concentraciones de IFNy en plasma al dia 15 y
21pi (Fig. 8E). Al contrario de lo esperado no observamos diferencias en las

concentraciones plasmaticas de TNF entre los grupos analizados (Fig. 8F).

3.4] Durante la infeccion con T. cruzi, se inducen poblaciones de
LiB que podrian tener funciones regulatorias

Dado que ratones muMT carecen de LiB maduros, v esta deficiencia podria ser la
responsable de las alteraciones observadas en estos ratones durante la infeccidn con T,
ez, decidimos profundizar el estudio de lag poblaciones de LiB  analizando los cambios

fenotipicos que sufren durante la infeccion v su capacidad de produccion de citoguinas.

Ra



7o

Como primera instancia realizamos un estudio cinélico en el que evaluamos las
poblaciones de LiB, en diferentes drganos de los ratones WT infeciados, cn funcidn de los
dias pi. Elegimos bazo, ganghios linfiticos inguinales & higado, como drganos de estudio,
Para cllo, un grupo numercso de ratones fue infectado con 10000 tripomastigotes de T
.crizi, tal como lo hicimos a lo largo de la tesis, y diferentes grupos de ellos fueron
sacrificado a diferentes dias pi. En las células de los drganos obtenidos  se evaluaron las

diferentes poblaciones de LiB por citemetria de flujo.

En bazo encontramos un aumento inicial del porcentaje de LiB (CD197) con respecto
a la totalidad de esplenodtes (Fig. 9A, B) v luego, desde el dia 15p1, una disminueion hacia
los porcentajes iniciales (correspondientes al dia Opi). En cuanto al nimero de células de fa
poblacion, la misma presentd un pico en el dia 9pi, ¥ luego se redujo hacia el dia 15pi, pero
manteniéndose elevada con respecto a la de los animales no infectados (dia Opi) (Fig. 2C).
Estos valores fueron sostenidos hasta el (ltimo dia evaluado en la cinética (dia 26pi) {Fig.
8C). Ademds, evaluamos la poblacidn de CP, las cuales corresponden al estadio de
diferénciacién terminal de los LiB y son las células secretantes de Acs identificadas con la
expresion de CDV3E. Evidenciamoes en bazo un aumento porcentual de la poblacion
CDI9™CDN3E" a partir del dia 9pi {Fig. 84, B) presentando el mayor incremento a los 15
dias pi, el cual disminuve levemente dias mis tarde (Fig. 8A, B). La cantidad de células
commespondiente a la poblacion de CF presentd un comportamiento siomifar a la de los Lils;
determinamos que en bazo [a cantidad de CP incrementd sobre todo en el dia 15p1 v luego
este numers disminuyd bacia el dia 22 v 26p1 (Fig. 8C).

Ademds, dentro de la poblacion general de células de linaje B, evaluamos dos
subpoblaciones: la poblacion de CG, caracterizada por la co-expresion de FAS v GL7, v la
poblacion “BI10" previamente reportada con funciones regulatorias [14%] e identificada por
la expresion intermedia de CDS y expresion de CD1d. Hallamos que la poblacion de LiB
de OG0 (FAS'GL7Y") comenzd a aparecer en el dia 9pi, pero tuve un marcado aumento
porcentual ¥ de valor absoluto en el dia 15pi (Fig. BA, B, C). Este porcentaje ¥ namero de
celulas fue sostemdo hacia dias mas tardios pi. Con respecto a la poblacion B10 durante la
infeccion con T crizd, encontramos que la misma sufrid una leve disminucion porcentual
con respecto a su porcentaje inicial en bazo (anmmal no infectado), presentando un pico de
disminucion hacia el dia 9pi (Fig. 84, B). Luego meremento desde ef dia 15pi, alcanzando
las proporciones del animal no infectado en el dia 22pi (Fig. BA, B). Los valores absolutos
de esta poblacion se comportaron de manera diferente; inicialmente preséentaron un leve
aumento, desde el dia 6 hasta el 15p, ¥ luego mostraron un aumento marcado hacia el dia
22p1, disminuyendo nuevamente hacia €l dia 26p (Fig. 8C). Notablemente, esta poblacion
solo fue detectada en bazo.



Resltasog

Con respecto a ganglios infiticos inguinales, en términos generales, la poblacidn de
LiB totales e comportd de una manera similar a como lo hace en bazo. Porcentualmente,
esta poblacion presento un aumento desde el dia 6&pi, alcanzando un pico miximo
porcentual en el dia 9pi (Fig. 9D, E). Luego este porcentaje disminuyd paulatinamente,
alcanzando valores similares a los del animal no mfectado (Fi. 9D, E), El nomero total de
LiB maostrt un leve aumento hacia el dia 6pi, v luego un marcado incremento en el dia 9pi,
el cual fue sostenido hasta el dia 15pi, para luego disminuir levemente hacia dias
posteriores pi (Fig. 9F). La poblacion de CP se hizo evidente en el dia 9pi (Fig. 9D y tuvo
un pico de aumento porcentual dentro de las células totales de bazo en el dia 15pi (Fig. 9D,
E). En dias posteriores pi el porcentaje de esta poblacion disminuyo, pero fue mavor al que
presenta el animal no infectado, en el coal esta poblaciém, como es de esperar, fue
practicamente indefectable (Fig. 9D, E). Los valores absolutos de la poblaciom de CP
fuvieron €l mismo comportamiento que a nivel porcentual; presentaron un pico de
expansion en el dia 15pi, ¥ luego esta expansion se retrajo, disminuyendo la cantidad de
ctlulas en los dias 22 v 26pi (Fig. 9F). En el caso de la poblacidn de CG aumentd
levemente en el dia Ypi, y presentd un marcado aumento porcentual en el dia 15pi,
manteniéndose su expansion en los dias 22 y 26pi (Fig. 9D, E), En cuanto a su nimero, la
poblacidn de OG presenttd un leve aumento én el dia ®m, ¥ uno marcado en el dia 15pi,
alcanzando su maximo en el dia 22pi (Fig. 9F). La cantidad de LiB de OG se mantuvo
hasta el dia 26pi (Fig. 9F). Por otra parte, la poblacidn previamente deseripta como B10 no
fue detectada en ganglios linféticos inguinales.

Para finalizar, en higado sdlo foe posible observar una poblacion con marcador de
linaje B pero no se evidenciaron CP, i de LiB de CG, ni B10 (Fig. 9G). La poblacion de
LiB sufrid una disminucion progresiva porcentual desde €l dia 9pi1, aumentando levemente
en el dia 26pi (Fig. 9G, H). En contrapasicion a esto, los valores absolutos mostraron que
el infiltrado de LiB en higado aumento desde el dia 6pi, alcanzando un pico en el dia 9pi
{Fig. 91) Hacia el dia 15p, ol infiltrado disminuyd, manteniéndose constante, o con un leve
aumento, hacia el dia 26pi, alcanzando valores simifares al del animal no infectado (Fig.
).

T
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Figura 3: En lo infeccidn con T. erusi £8 produjo un sumento én 8l nimers de LB de 0G v PLICP
en bozo y gonglics linfaticos inguinales pere no en higado, Ratones WT (n=20) lueron infectades con
tripomastigotes de T, crusf capa Y-br por via ip v propos de & ratones feeron sacriticadas a les dias &, 9,
1%, 22, v 26pi, junto con un ratdn no infectado. Se obtuvderon los esplenocitos, celulas de ganglio
linfatco inguinal, y leucceitos inflltrantes de higado por pradisate de Percoll. Las celulas se tifieran con
Act pepecifiens para CO19, COYIAE, B220, FAS, GLF, COS ¢ CO1d, 4 luego fueron adguisidas en wn
citdmetra de flujoc En la Fig. 26 muestra un dat-plat representative para cada tingidn & cada dia pl para
|&] baza, (1] ganglio linfatico inguina & H.';:I hlg.‘:dn Inicialments w6 realisd un "gu'll’b" B laeacitog
totales, v se muestran |35 poblaciones CO19°CO138 (LB totakes) v CO197'CRIIE" [CP). Lusga & realizd
un “gate’ en celulas coa’pe2n’ (LiB) v so maestra la expresion de FAS ¢ GLY, seleccionando I
pokdacion FAS GLT correspandiente a LiB o& TG, Por otro lado, &n & gate’ de LIB se analizd |a
cxpresion de COS y CO1d, seleccionanda W poblacion I'_[Iﬂ'nEElld'. carrespondiEnt® & la pablacion
descripta como B10 l]_-ﬂ'3| Un grafico cineético muestra ol parcentaje de Libl totabas [r-&ct&nguh.‘-. _gl:’iEEE.:I. a
PL/CPR (rectangulos vacics fojos| dentro del totdl de leusseitoL, ¥ &f porcentaje da eilulas da CG
[rectangulos con crur urguesa) y de B30 (rectangulos con punto lila) dentro de la poblacion de LB en
bazo {8}, ganglic linfatico inguinal |E] & higado (H}, Valores absolutos de las diderentes poblaciones de
Lig en bac, ganglie linfatico Ingulnal & higado se muestran en las Fg. C, F e |, respectivamente,
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Muchos de los mecanismos regulatorios de la inmunidad celular descriptos,
involucran la secrecion de citoguinas anti-inflimatorias o regulatonias [14, 17-19, 31]. Con
la intencidm de evaluar un posible rol regulatorio de LiB mediado por citoguinas,
decidimos determuinar la produccidén de citoquinas en la poblacidn de LiB duranre la
infeccion con T, oz, Medimos IL10 yva que es una conocida citoquina supresora [14, 17,
18]. También medimos LAP1 como indicador de la secreciom de TGFp, otra conocida
citoquina supresora ¢ inductora de Tregs [192-194)] y también IL6, ya que en conjunto con
TGFR, esta citoquina es capaz de indudir la diferenciacion de LiT hacia Th17 productores
de IL17,
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Figura 18; En o infeccidn con T, eruef fos LB secretaron (LI0, TGRS e I Ratones WT [n=d)
lugran inlectadas con tripomastigofes de T, cruz' cepa Y-be v sacrificados al dia 9pl. Los esplenocitos
tueron obtenidos v ocultivados durante 5h en presencia de Brefeldina & {para determinar ILB) o
Wonensing (para determinar ILL0) o no [para detarminar LAPL). Los esplenocitos fueron fijados v
permeabilizados ¥ tefidos con Acs contra CO19, 8220, COS%, CO1d, CO138, IL10, IL1T, LAPL, ILE. Se realizd
un “gate” en |z poblackén CO19°B220°, definida coma LB totales, ¥ & muestra un dob-plot
representativo de cada citaquina, El "gate” indica la poblacion que produce |a citoguina ssleccionada
[ manera similar, se muestran los dot-plots representativos para cada oitoquina indicando el
porcentaje en la peblacidn CO5™C01d’ (o B10), ¥ en Iz poblaciin CO19™CD138" gue la produce, Se
muastra para cada clioguing, un Er.ifIErJ Indicanda @ porcentape de produccion dentre de cada
goblacion determinada, para fodos los animales dal experimento. ®p<005, **p<0.01, ***p=0.01 -
Anova de una via, Post Test de Bonferroni, Experimento representativo da 5.

Por medio de citometria de flujo intracelular, en el bazo de ratones infectados
observamos que los LiB totales (definidos como CD19°B220%) fueron capaces de secretar
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IL10, TGFp, e IL6. Los LiB secretores de IL10 estuvieron presentes en un mayor
porcentaje (Fig. 10), ¥ en segundo lugar, la poblacion LAPL® (Fig. 107 indicativa de Ia
secrecion de TGFP. Evidenciamos que, en eoncordancia a lo reportado [149], la poblacion
B10 presento el mayor porcentaje de células productoras de IL10 (Fig, 10). Ademas,
evidenciamos la capacidad, no reportada a la fecha, de esta poblacion para secretar L6 ¥
TGFP, dada 1a expresion positiva de LAPI (Fig. 10). Finalmente determinamos que los
PL/CP fueron capaces de secretar [L10 y TGFJ y sorprendentemente encontramaos que un
gran porcentaje de PL/CP produce 1L6 (Fig. 10). Cabe sefalar que los LiB de CG no

producen ninguna de las citoguinas evaluadas (datos no mostrados),

Otros mecanismos regulatonios involucran el contacto intercelular, a través de
diversos receptores expresados en superficie celular. Em pamicular, la via PDI-
PDL1/PDL2 ha sido demostrada capaz de regular la proliferacion y funcion efectora de
LiT en varios modelos [189-191, 195, 196]. Es por ello que decidimos evaluar si los LiB de
ratones infectados con T cneed eran capaces de expresar receptores de tipo inhibitorio tales

como PDL1 v PDL2 v comparamos su expresion con la de LiB de ratones controles no

infectados.
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Figura 11: Los L8 y PLYCP expresaron PDLT y PDLE ¢ incrementaron lo expresidn de FDLL en
respuesta @ fa infecclén con T orugd. Ratopes WT {n=12) fusron infectados com tripemastigotes oo T,
cruzd cepa Y-br y grupos de 4 ratones fueron sacrficados a los dias 9, 15 v 22pi, junto con un Faton no
infectado como control en cada dia. Lo esplenocitos de los ratones fueron obtenidos ¢ tefiidos con Acs
especificns para COLYS, H220, CO133, POLL, ¥ POLE En A] se muestran histogramas con fa exprasion de
POL1 &n las poblaciones MoB {CO19B220 ], de LiB {CO19°8220") v de PLICP (CD197CD138"} a cada dia pi.
Junto con un grafice dal aurmento refative de la espresidn del ligando (MF de |3 poblacion del ratén
infectado/MFt de la poblacidn del ne Infectade). De manera andloga en B} se muestra la sxpresion de
POLZ. ®p<0.05, **p=001, ***pcd0l = Anova de dos vigs, Post Test de Bonferroni. Experimento
representativa de 6.
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Enla Fig. 1] se muestra la expresion de PDLI (Fig. 11A) v de PDL2 (Fig. 11B)enla
poblacion de células CD19B220CD138, designada como NolB, en la poblacion de LiB
(CDI9°B220") v en PLACPE (CDI9™CDI3EY, En los ratones infectados con T, oz, las
tres poblaciones analizadas mostraron un aumento en fa expresion de PDL1. En la Fig.
11A es visible un aumento en la expresion relativa de PDL1 para cada poblacion celular en
el dia 9ps, v para LiB v PL/CP a los dias 15 v 22pi (Fig. 11A), Resultd llamativo que la
poblacion de LiB mostrd una mayor expresion de PDL1 que fa poblacion MoB a todos los
dias pi evaluados, incluse en el animal no infectado (Fig. 11A), Sorprendentemente, la
poblacion de PL/CP presentd la mayor expresion de FDL1 (Fig. 11A).

Con respecto a la expresion de PDL2, se evidenciaron incrementos en la expresion
de PDL2 sobretodo en la poblacion de LiB en respuesta a la infeccion (Fig. 11B). La
poblacion de PL/CP también mostrd la mavor expresion de este receptor, v los LiB
presentaron una mayor expresion que la poblacion NoB a todos los dias pi considerados v
en ¢l animal no infectado (Fig. 118).

Es importante sefialar que para la determinacion de la expresidon de ambos hpandos,
FDL1 y PDL2, en el animal no infectado, s¢ procedid a la adquisicidn de una gran
cantidad de eventos en el citometro de fujo, asegurando que se viera una poblacion

CIX 38" para realizar el “gate” y posterior histograma. Esta poblacidn es escasa,

practicamente indetectable #n un ratdn normal, no infectado no inmunizado.

3.5] Los PL/CP generados en la infeccion con T. cruzi fueron

capaces de regular las células secretoras de TNF e IFNy in vitro via
PDL1

De acuerdo a los resultados mostrados hasta el momento, existiria una porencial
capacidad regulatoria por parte de los LiB y de los PL/CP generados durante 1a infeccion
con T. cruze, ya que son capaces de producir citoquinas con reportada capacidad regulatoria
negativa vy expresan ligandos de receptores de tipo inhibitonio. Pama demostrar s
cfectivamente los LiB o sus productos de diferenciacion tienen capacidad supresora,
realizamos un ensayo de co-cultivo in vitro, Trabajamos con esplenocitos de ratones 'WT
infectados obrenidos en el dia 13pi, va que en esie dia comienza a regularse de manera
nepativa la producciom de TINF en los animales WT infectados (Fig. 2E, Fig. 3A), situacidn
que no ocurre en los ratones mubT, El dato sugiere que a los 13 dias pi o prdximo a él, los
LiB y las celulas denvadas de su diferenciacion podrian estar gjerciende una funcion

regulatoria.
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El ensavo ér wire consistio en purificar, a partir de un "pool” de esplenocitos de
ratones WT infectados, la fraccidn de LiB v el remanente de esplenocitos sin LiB, que
denominamos células NoB. Los LiB s obtuvieron por medio de un kit de seleccion
negativa que utiliza Acs adosados a perlas magnéticas especificos para CD43 (ausente en
LiB v presente en el resto de las poblacionss celulares). Se obtuvo [a fraccion MoB (CD437,
con menos de un 3% de contaminacidn de LiB) v la fraccidn de LiB (82% de pureza
controlado por la expresidn de CD19 y B220). En la fraccion de LiB se encontraron PL/CP
contaminantes, Las fracciones se cultivaron solas o en conjuntoe én una proporcion 1:1, en
presencia o ausencia de Aps del T oz (AgTpY), durante 48h v en el sobrenadante e
cultivo se cuantificaron, por ELISA las citoguinas THF, [FMNy, e IL10.

En las muestras de las fracciones celulares individuales o en conmjunto cultivadas sin
AgTpY se detectd una muy baja o nula secrecion de citoquinas (datos no mostrados), por
lo cual de aqui en adelante se muestran los resultados de los cultivos con AgTpY.

COhservamos gque los LiB cultivados en presencia de AgTpY no secretaron las
citequinas evaluadas, mientras que la fraccidn NoB [ue capaz de secretar TNF, IFNy, €
IL10 (Fig. 12A, B, C; circulos grises ¥y rombos azules llenos, respectivamente). Cuando a la
fraccion MoB se le agregaron LiB (co-cultive MoB+LiB) la secrecdn de THE se vio
significativamente disminuida com respecto a la secrecidn de la fraccion NoB cultivada
solamente con ApTpY (Fig. 12A, comparar rombos azules con violetas). En contraparte,
detectamnos similares cantidades de [FMNy v de IL1D, con respecto a la fraceion NoB sola
{Fig. 12B, C), sugiriendo que los LiB o sus productoes de diferenciacion pueden controlar a
la poblacidn productora de THF pero no de ITFNy o IL10.

Para discermir si ¢l efecto supresor podria estar mediado a través de la secrecion de
citnquinas, o por medio del contacto intercelular incluimos en el ensayo de co-cultivo un
transwell. El transwell que elegimos es una membrana porosa, cuyvos poros son permeables
para moleculas de pequefio tamafio (tales como citequinas), pero impiden el contacto
celular; de esta forma, las citoguinas secretadas por los LiB ubicados de un lado, serian
capaces de llegar a la fraccion NoB, pero los receptores de superficie de los LiB no podrian

entrar en contacto con receptores de las células de la fraccon NoB.

Pudimos observar que la concentracion de TNF en el sobrenadante del co-cultivo
separado por el transwell fue significativamente mayor 4 la presente en el sobrenadante del
co-cultive sin separacion (Fig. 12A, rombos azules semillenos). Esto sugiere que la
ausencia de contacto éntre las células por la presencia del transwell hace perder ¢l efecto
inhibitorio observado en el co-cultive. Por otra parte, présentd similares niveles de IFNy

{Fig. 12B). Con respecto a la IL10, sorprendentemente observamos que el agregado de LiB
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a la fraccion de células NoB no modifica la produccidn de esta citoquina, pero si estas
poblaciones estaban separadas por el transwell las celulas secretan significativamente
mayor concentracion de IL10 (Fig. 12C). En conjunto estos resultados indican que los LiB
serian capaces de regular a las poblaciones secretoras de TINF en el resto de las poblaciones

celulares esplénicas, ¥ que lo harian a través de un mecanismo dependiente del contacto

celular,
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Flgura 12: Los Li8 fueron capaces de regular i witra o cdlulas secretoras de TNF o trovés de un
mecanisma dependiente de contacta celular. Ratones WT [n=4) fueron infectades con tipomastigotes
de 7. crudl cepa Y-br v sacnficados al dia 13p. Los esplenocitos fueron obtenidos vy utilizando. Ac
especilficos para CIM3 adosados a perlas magnaticas se obtuvo: la fraccion de UE [(C043-) v 12 fraccidn
celular MoB (C0437). Cada fraccian fue cuttivada por separado o juntas (co-cultivo) en proporciones 1:1
en ausencia o presentcia de un Transwell. Todos los cultivos s2 realzaron en presencia de Ags del T, crug
[AaTp¥]. Luego de 48k de cultivo, los sobremadantas fueron chtenidos y los niveles de THE [A], IFNy (Bl &
ILLOC) fueron evaluados por ELISS, **pal 0] ***p=0,001 Anowa da una wa de muestras repetidas con
post-Test de Bonferroni. Expermento reprecentativa de 4.

Para evaluar si 1a inhibicion gjercida por la poblacidén de LiB sobre la produceitn de
TNF era mediada por PDL1, realizamos el mismo ensayvo i wirp pero incubando las
células del co-cultive con un Ac especifico para PDLI, el cual bloquea la interaccion de
PDLI con sus posibles receptores. En la Fig. 13 observamos gue ¢l sobrenadante del
cultivo que contieng a [a fraccidn NoB+LiB poseia un mivel de TNF significativamente
menor al sobrénadante de la fraccion NoB (Fig. 13, rombos violetas llenos versus azules
lenos). Estos resultados son concordantes con el expenimento descripto anteriormente.
Ademas, observamos que cuando incorporamos al co-cultivo un Ac especifico para PDLI,
la concentracion de TNF en el sobrenadante de cultivo aumentd significativamente,
alcanzando valores de concentracidn similares a la fraccidn NoB incubada con el Ag; de
manera analoga, la concentracion de THF aumentd sipnificativamente en ¢l sobrenadante
del co-cultivo separado por un transwell en comparacidn al co-cultive NoB+LiB (Fig. 13,

rombos azules con cruz versus rombos violetas llenos, y rombos azules semi-llenos versus

T4



rombos violetas llenos). Cuando al co-cultivo se le agrega un Ac control, llamado control
de isotipo (C1), gue no reconoceria nada en ¢l sistema pero posce las mismas caracteristicas
que €l Ac especifico para PDLI, vemos que Ia cantidad de TNF en el sobrenadante es
similar a la producida por el co-cultive NoB+LiB {(Fig. 13, rombos violetas vacios versus
rombos violetas llenos). Este resultado sugiere que la via PD1/PDLI1 estaria involucrada en
la repulacion de células productoras de TINF ejercida por células del linaje B,
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Figura 13: Lo via PD1/PDLT fue copaz de regular in witro lo secrecidn de TNF, Ratones WT (n=4]
fueren Infectados con T, cruzl cepa ¥-br y secrificados al dia 13pi. Los esplenocitos fueron obtenidos y
wornetidos a4 la punficacién con Acs especificos para CDA3 unidos a perlas magnéticas. Se obtuvo la
fraccidn de LiE (CD437) v la fraccidn eelular NoB (C0437), Se cultive cada fraccién por separado o enoun
co-cultivo en propgarciones 1A ests co-tultiva se sdicionaron ademas Acs |.'||r.'r-q uesntes para POLL & su
respective control de isctipe (), v por oteo lads, un Tronseell con paros de 0.2um gue impide &l
contacto celular entre las fracciones. Tedos los cultivos fugron realizades en presencia de Ags del T, crun
{BETRY) Lusgo de 48h de celtiva, se chtuviercn bos sobrenadantes para |la determinacion de THE por
ELISA, **pecO01 ***pcd,001 Anova d2 una via de muestras repetidas con post-Test de Bonferroni,
Experimento representativa de 2,

Previamente mostramos que [a poblacidn de LiB, v en particular los PL/CP, son los
leucocitos esplénicos que presentan [a mayor expresion de PDL1 durante la infeccion con
T. cruziy y considerando que en la fraccidn de LiB contenia PL/CP, nos preguntamos cudl
de las dos poblaciones, i los LiB o los PL/CP, tendria mayor potencial regulatorio, y cudn
influyvente es la expresion de PDLI sobre dicha funcidn, Para ello disefiamos otro
experimento sa v, en el que de manera similar al expenmente anterior, cultivamos
esplenccitos totales en presencia de AgTpY durante 48 h, El valor de THF detectado en
este sobrepnadante de cultive fue considerade como valor de referencia,  Ademas
cultrvamos, en las mismas condiciones experimentales, esplenocitos en lo0s que a traveés de
cell sorting eliminamos LiB, PL/CP, o células con alta expresion de FDL1 (FDL1™) o

células con baja expresidon de PDLI (FIPL1™™).
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Figura 14: Poblocianes celulores prsentes en esplenocitos de rotones infectadas con T, crwei
post-deplecidn de LB, PL/CP o PDLI™" y PDLI™ Ratones WT (n=4| fueron infectados con
tripemastigotes de T, crasd cepa ¥ebr ¢ sacrificados al dia 13ps. Sus esplenocitos fueron ohienidos,
terfisdod con Ack sipecificos parm CD19 B220, CO138, v POLL v procesados para eliminacion de
subpablaciones especificas por coll sorting, En A} se muestra wn dot plot representativo de los
esplengcitos totales previc al sort. (B) Dot plot representativo de la compoaskcida de esplenocitos post-
sort edcluyendo PLACPE. (C] Dot plot representative del post-sort escluyendo LB (0] Dot plot
representative de la poblacién de edplenocitos post-sort sin poblaciones POLL™®. [E) Dot plot
representative del post-sort de esplenocitos sin poblaciones POLL™. Los histogramas muestran la (FM
correspondiente a POLL en 1 poblacian da LiB remanente.

En la Fig. 14A se puede observar la composicion de los esplenocites iniciales del
raton WT infectado: se distingue la poblacion de LiB (CDI19°CD138), la poblacion de
celulas NoB (definidas ahora como CD19CD138) y PL/CP (CD19"CD138%). Luecgo de la
purificacion por cell sorting, se obmvieron diferentes conjuntos de poblaciones,
correspondientes a esplenocitos sobre los que se eliming una determinada poblacion.
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Cuando se eliminaron los PL/CP de la poblacion de esplenocitos, en la Fig. 14B se observa
gue la muestra celular estd compucsta por células CI197 (LiB) y por celulas CDI19CD138
{(NoB) v la poblacion CD19"CDI138" (FL/CP) sc encuentra ausente. En la Fig. 14C
pademos observar la composicion de la poblacion de esplenocitos luego de la eliminacion
por cell sorting de LiB CD19%; se pueden visualizar células CDI9CIMIE (NoB), PL/CE
{CDI19"CD138") v Ia ausencia de la poblacion de LiB (CID197), En la Fig. 1412 se muestra
la composicidn celular de los esplenocitos post-sort de la eliminacon de células PDL1,
en donde se aprecia la presencia de células NoB (CD19CDN 38 v de la poblacion de LiB
PDLI™ (CD19*: IFM=258) v se observa la ausencia de los PL/CP, laz cuales, como
previamente mostramos, expresan los mas altos niveles de PDLL. En contraparme, cuando
los esplenocitos fueron desprovistos de la poblacion PDLI™™ se observan las poblaciones
NoB (CD19CD138), PL/CP (CDI9"CIN38") v LiB (CD197) que expresen niveles altos
de PDL1 (IFM= 619) (Fig. 14E),

Cabe destacar gque para todas las muestras celulares v de esplenocitos se determind el
porcentaje final de la fraccion MoE, es decir en |3 composicion post-201t, v se colocd en
todas las condiciones de cultivo la misma cantidad de células correspondientes a la fraccion
MoB. De esta forma los niveles de THF en el sobrenadante de cultivo serian producidos
por una misma cantidad de células MoB, en el mismo volumen final, que se encuentran en

presencia o ausencia de deterrminadas subpoblaciones de LiB.

Tal como indicamos, los esplenocitos (completos) o esplenociios desprovistos de las
distintas poblaciones celulares fueron cultivados durante 48h en presencia de AgTpY, v la
concentracion de TNF ¢ [FNy fue detérminada en los sobrenadantes de cultivo, por
ELISA. Detectamps que hubo un aumento estadisticamente significativo en los niveles de
TNF cuando la poblacion de PL/CP fue eliminada de la poblacion de esplenocitos totales
{Fig. 154). Este aumento también lo presentd la muestra celular sin oflulas PDL1"™ {Fig.
15A); mientras que no hubo diferencias significativas en las conceniraciones de THE en los
sohrenadantes de los cultivos del conjunto de poblaciones sin LiB v sin PDL1™ (Fig. 15A).
Este comportamiento tambien se¢ observd cuando se evaluo la produccion de [FNy, en
donde los esplenocitos sin PL/CP o sin células PDLI"™ produjeron significativamente
mayor cantidad de [FMNy que los esplenocitos totales; mientras que los esplenocitos sm LiB
o sin células PDL1" no presentaron diferencias con respecto a los esplenocitos totales
(Fig. 153A). Estos datos, analizados en conjunto, sugieren que los PL/CP ¥ posiblemente
también los LiB PDLI™ ¢starian controlando a cflulas productoras de TNF y de IFNy
especificas de Ag del T, orud,
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Figura 15: Los ALACP fueron capoces de regulor offwles secrefonies de TNFE @ IFNy  presentes en
esplenocites de ratomes WT infectodos. Aatones 'WT [n=4] fueran infecladas con tripemastigotes de T, crus
cepa ¥-br y sperificad o3 al dia 13pi. 5us esplenecitos fueron obtanides, tefidos con Acs especifices para CO19,
B220, CD138, y POLL, v procesados pars depleckdn de células especificas por call sorting, S realizaron cuttives
de 4Eh en presencia de AgTp¥ con las poblacones celulares descriptas en la Fig. 14, "Esplencocitos” {negro):
Pablacién NoB = LB + PLACP. “Sin PL/CP” {azul|; Poblacldn MoB & LIB. "Sln LIE" (verde): Poblacidén NoB + PL/CP.
“Sin PDLL™™ {rojo) Poblacicn Mol + LiB PDLL™", "Sin PDLY™" (amariflo}: Poblacion NoB + LB PDLL™ +
PLICP. En lodas |os casas to detsrmind of parcenta)e de ls fraccidn MaB, para chleular o nirmess de oslulas 5
colocer en cada caso. En |of sobrenadanted de cultivo se detérmins |2 cancentracian de THF y de [FNy (4} par
EUSA. B) Los esplanocitos y los conjuntos purificados € “Sin UB” v D) "Sin POLL"™ fusron eultivados en
presencla de Ace especiiicos blegueantes para POL, PDLL, POLZ & IL10R. Lo niveles de TNF & IFMy fusian
daterminados an el sobrenadante da cultivo por ELSA, *p<0.05, **p0u01, ***p< 00L Anova de muestras

repatidas con past test de Dunett, Controles: (4-B) Esplenocitos, (C) Sn LBy 0] Sin POLE ™S,
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Dado que observamos que la via PDT/PDLI estarla involucrada en la regulacién de
THNF, decaidimos realizar nuevamente un ensayo de bloqueo con Acs anti PDLI sobre las
poblaciones desprovistas de poblaciones celulares particulares v que contuvieran o no a las
potenciales poblaciones regulatorias; es decir, esplenccitos sin LiB o sin células PDL1Y™,
De esta manera, incorporamios al cultive Acs bloqueantes para PD1, FDL1, y PDL2, para
asi también determinar si PDL2 juega algin rol en este sistema regulatorio. Ademads,
mcorporamos un Ac especifico para el receptor de IL10 (IL10R), para evaluar si TL10 estd
mvielucrada también en el mecanismo regulatorio de manera indirecta, ya que previamente
mencionamos que era necesario el contacto celular para que ocurra la supresion (Fig, 12A
v 13). Recordemos que los LiB de ratones infectados con T, erwzf no secretan grandes
cantidades de IL10 en presencia del AgTpY en comparacion a la fraccidn MoB (Fig. 12C),
pero la fuente de IL10 dentro del sistema puede provenir de otras poblaciones celulares,
meluse de aquellas reguladas por la via PD1-PDL1.

En la evaluacion de la via PD1/PDLISPDL2, encontramos que los niveles de TNF
¥ de IFNy se vieron significabivamente incrementados con la adicon de tanto un Ac
especifico para PD1 como para FDL1, mientras que no se observaron cambios con la
incorparacion de un Ac especifico para PDL2 (Fig. 15B). El agregado de un Ac especifico
para [LI0R hizo que aumentara de manera significativa la secrecion de TNF por parte de
este comjunto de poblaciones, mientras que no alterd la produccion de las oflulas
secretantes de [FMNy (Fig. 15B).

Por otra parte, cuando evaluamos el conjunto de poblaciones desprovistas de LiB
observamos que las concentraciones de TNF, en el sobrenadante de este cultive,
incrementaron de manera significativa con ¢l agregado de un Ac especifico para FDD1 ¥
también con el de un Ac especifico para PDL1 (Fig. 15C). No observamos modificaciones
en la produccién de TNF incorporando un Ac especifico para PDL2 (Fig. 15C), Con
respecto a la produeccion de IFNy, observamaos que la adicion de un Ac especifico para P01
al cultive no produjo modificaciones en la concentracion de esta citoquina, sin embargn, el
agregado de un Ac especifico para PDL1 generd un incremento en la secrecion de IFNy
por parte del conjunto de poblaciones sin LiB (Fig. 15C). Llamativamente, €l cultivo de
estas poblaciones junto con un Ac especifico para PDL2 provocd una disminucidn
significativa en la produccion de IFNy (Fig. 15C). Cuando un Ac especifico para IL10R fise
agregado al cultive de estas poblaciones, observamos un aumento significativo en los
niveles de TNF pero no observamos cambios en 1a concentracidn de IFNy, respecto de los
niveles de ambas citoquinas en el sobrenadante de cultivo de las poblaciones con AgTpY
(Fig. 15C).
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Por ultimo, evaluamos qué sucedia con el agregado de estos Acs a las poblaciones
celulares sin cétulas PIXNL1Y™, Hallamos que la adicion de Acs especificos para IL10R, FD1
y FDDL1 desencadend un aumente significabvo en Ia concentracion de TNF en el
sobrenadante de cultive de estas poblaciones, mientras que €] agregado de un Ac especifico
para PDL2Z no genera ningun cambio en la concentracion de TWF, con respecto al cultivo
sin Acs bloqueantes (Fig. 15D). Con respecto al [FNy, secretado en el cultive de estas
poblaciones, pudimos determinar que la adicion de un Ac especifico para ILI0R o para
FDLI indupe un aumento significativo en la concentraciom de esta citoguina en el
sobrenadante de cultivo (Fig, 15D). No éncontramos diferencias en los niveles de 1FNy en

los cultivos en los que incorporamos Acs especificos para D] o PDL2 (Fig. 151,

Los resultados presentados hasta el momento nos indican que los PLACP estarian
cumpliende un rol regulaterio en la mfeccidn por T owzl ¥ que ejercen dicha funcidon a
través de [a via PDI-FDL1. Dada [a originalidad ¢ importancia del hallazgo, decidimos
estudiar mas profundamente & éstas oflulas en cuanto a su ubicaciin en el bazo de ratones
infectados como a sus caracleristicas fenclipicas,

En primer lugar, realizamos un ensayo de inmunofluorescencia sobre cortes de bazo
de un amimal mfectado para determinar la localizacion de los PLACP; quisimos evaluar si
tiecnen una ubicacion EF o se encuentran en pulpa roja. La ubicacion de los PL/CP nos
pucde orientar respecto de su origen ¥ permitimos inferir si provienen de CG o no.
Fesultados obtenidos en nuestro laboratorio wiilizando €] modelo de infeccidn con T, o,
pero con la cepa Tulahuén, establecieron gue los PL/CE esplénicas aparecen en los ratones
mfectados antes de la aparicion de CG (como ocurre también en el modelo utilizado en
csta tesis, Fig. A, B, C, T, E, F} ¥ que se ubican en focos EF. En la Fig. [6A se muestra
una fxtografia de microscopia de Auorescencia de un corte de bazo de ratdn infectado en
donde =¢ puede observar a los LiB (B220°, en rojo) organizados en foliculos v Ia zona de
LiT (CI37, en verde), Los LiT se ubican por fuera de los foliculos aungue también se
ohservan unos pocos LiT dentro del foliculo, comespondicnte posiblemente a los Li Tih
Los PLACE (CTM3EE, azul) se encontraron agrupadas fuera del folicule, de ahi su nombre
extrafoliculares, y se abservd que estin en contacto con LiT (Fig. 16A). Ha sido reportado
ademis que la poblacidn de PL/CP EF co-expresan el receptor de superficie CD1 Ie [197).
For citometria de flupo, determinamos que los PL/CP CD138' de ratones infectados con 1!
oz también expresan CDllc y que estas células aumentaron de manera significativa
{datos no mostrados) la [IFM de CD11c al dia 13pi (Fig. 16B). Ademis, determinamos que
la expresion de PDLI co-localiza con los PLACP EF, aungue al contrario de lo que
abservamos por citometria de Aujo no tdas las células CIY 38" expresan PDLI (Fig. 160C).

z|
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Resultodos

Finalmente, por ctometria de flujo medimos en los PL/CP la expresion de otros
receptores celulares, Decidimos evaluar receptores asociados a presentacion antigénica,
tales como MHCIH, CDE0; moléculas asociadas a funciones regulatorias, como PDLI,
PDLZ, GrB, CD3%9, CD73 y receptores asociados a migracion celular como CCRT,
CXCRS, CXCR4, CXCR3. Comparamos la expresion de estas moléculas de superficie de
los PLACPF con la expresion de las mismas en LiB de ratones, con 9 y 13 dias pi.
Observamos que los PLACPE del dia 9y 13p presentaron una menor expresion de MHCII v
una mayor expresion de CDEO que sus comespondientes LiB, ¥ a su vez los PL/CP del dia
13pi presentaron una mayor expresion de ambas protefnas con respecto a los PLACP del
dia 9pi (Fig. 160)). Con respecto a las moléculas de superficie asociadas a un perfil
regularorio, hallamos que los PL/CP del dia @ v 13pi presentaron, tal como mostramos en
la Fig. 11, una mayor expresidn de PDL1 v PDL2 que sus comespondientes LiB, siendo
los PL/CP del dia 13pi las que presentaron la mayor expresion (Fig. 16D0). No detectamos
expresion positiva para OrB (FMO= 3) (Fig. 16D, Sorprendentemente, tanto los LiB
como los PLACE expresaron fa ectoenzima CD39, v aun mas llamativo fue el hecho que
los PL/CP aumentaron la expresion de esta molécula de manera muy marcada,
presentando los mas altos niveles en el dia 13pi (Fig. 16D). En contraposicion, LiB y
PL/CF mostraron una leve expresion de CD73 (FMO=3); PL/CP del dia 9pi mostraron
un leve aumento con respecto a sus correspondientes LiB, y PL/CP del dia 13,
presentaron una leve dismunucidn con respecto a los LiB (Fig. 16D), Por alimo,
observamos que ni los LiB mi los PL/CP expresaron CCRT (FMO=3) (Fig. 16D). Por atra
parte, PL/CP del dia 9 y 13pi presentaron una disminucién en la IFM de CXCRS vy
CHCE4 con respecto a LiB, sin prandes diferencias entre ellas (Fig. 1613), Finalmente, los
PL/CF mostraron una mayvor expresidn de CXCR3 con respecto a los LiB abtenidos en el
mismo dia pi, ¥ a su vez, los PLACTP del dia 13pi presentaron un aumento en la expresion
de este receptor con respecto a PL/CP obtenidas el dia Ypi (Fig. 160),

Debido a que PDLI ¢ una molécula que cumple una funcidn clave en la capacidad
regulatona de los PL/CP decidimos investigar qué sefales gobiernan la expresion de este
receptor én los LiB, Dilucidar las senales que disparan la induccion de PLACP PDLI no
solo es importante para identificar [os mecanismos de [a generacion de estas células in vive,
para luego poder manipularlas, sino que nos permitiria generar estas céfulas in wivo para
disponer de un niimero elevado de células ¥ evalvar su funcidn regulatoria v wive. La
necesidad de contar con un alte nimero de PL/CP in wive para ensayos de transferencia
celular se debe a que el nimero de éstas células es escaso v que ademds son poco viables
luego de obtenerlas por “cell sorting” {experiencia obtenida en el desarrollo de esta tesis).
Ademas este tipo de ensayos nos permitiria determinar si la alta expresién de PDL1 en
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PL/CP ocurre solo como consecuencia de la infeccion con T, oz, o si estas células podian

ser inducidas en otzo contexto.

Decidimos evaluar el efecto de diferentes tipos de moléculas, presentes en la
infeccion, que pueden actuar sobre los LiB. Evaluamos ligandos que pueden actuar a través
de TLEs (ya que los LiB poseen receptores de respuesta mmnata), o que actian sobre el
BCR, como AgTpY (gque nos permitiria dilucidar s estas oflulas se peneran como
consecuencia de una respuesta especifica) o tnpomastigotes de TD ouz vivos (los coales
producen cambios en la sialidacion de moléculas de la superficie de los LiB [31], o también
diferentes citoquinas, las que pueden estar presentes en el microambiente esplénico. Pama
ello, LiB foeron incubados con los diferentes estimulos durante 24b v luego fue evaluada la
expresion de PDL1 sobre los LiB por citometria de flujo. En la Fig. 17A se puede observar
que tanto CpG-0ODMN, como LPS o los tripomastigotes vivos mdujeron un aumento en [a
expresidn de PDLI en los LiB, respecto de LiB cultivados sin estimulo (solo con medio de
cultivo RPMI) (Fig. 17A). CpG-0DN promovid la mayor expresion de PDLI, mientras
que LPS y los rripomastigotes vivos indujeron una menor expresion y semejante entre i
(Fig. 174). Loz AgTp¥ no fueron capaces de inducir un incremento én la expresion de
PDLI (Fig. 1TA), Con respecio a las citoquinas, observamos que solo IFINy fue capaz de
incrementar la IFM de PDL1 en los LiB purificados, mientras que TNF v TGFp no
tuvieron efecto (Fig. 17B). Un punto importante a destacar es que en 24h, con los estimulos
estudiados, no se generaron células con caracteristicas de PL/CP (dato no mosirado), por

lo tanto la expresion de PDL-1 que determinamos solo estuvo circunscripta a LiB,

En funcidn de este dato, realizamos un cultivo similar al anterior pero cultivamos las
células durante 72h para dar logar a que los LiB se diferencien a PL/CP. En la Fig. 17C se
muestra un dot plot representativo de fa expresion de CD19 vs CD138 en las células luego
del cultivo con cada estimulo. Se puede observar que LPS fue el estimulo que indujo un
mayor porcentaje de PLACP, y que si bien CpG-ODN induce PL/CF, el porcentaje es
significativamente menar al gue induce LPS (Fig. 17C) (LPS: 88%+04%, CpG:
2, 1%20,1%,; **p<0.01 Test t de Student). Como era de esperar, la ausencia de estimulo
{(=0lo medio de caltive RPMT) no dispara la diferenciacion de LiB a PL/CP (Fig. 17C).
Chhservamos, que los PL/CP generadas bajo ambas condiciones de cultive incrementaron
la expresion de PDL1 con respecto a los LiB cultivados en la misma condicion y que CpG-
ODM, a pesar de inducir un menor porcentaje de PL/CP, dispard la mayor expresion de
PDLI (Fig. 17C). Los resultados obtenidos indican que PL/CF con alta expresion de
PDL1 sc podrian generar tante en la infeccidn con T erusd como frente a infecciones donde

los microorganismos expresen ligandos de TLR4 v TLR®, No obstante, el nimero de
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PL/CP que se genera far wifro €5 muy escaso para poder utilizar este tipo de ensayos como
fuente de PL/CF pama expenmentos de transferencia celular in vitro o im vivo,
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Por dltimo, evaluamos si sefiales desencadenadas a través de Ligando de Toll o de
citogquinas operan & vivo, en la infeccidn con T cruzd, para disparar la expresion de PDLIL.
Basados en nuestros résultados obtenidos fr wio,  nuestro interés fue  evaluar la
participacion de TLR-4, TLR-9 ¢ IFNy en la generacion de PL/CP PDL1Y™ fn vivo en
ammales infectados con T gued. Lamentablemente solo pudimos hacer la evaluacion en
base a la disponibilidad de cepas de ratones que tenemos en nuestro boteno, Evaluamos si
la generacion de PL/CP PDLIM" en la infeccon con T omzi, esta mediada por ligandos
de TLR2, TLE4 o TNF. Para ello, ratones deficientes en TLR2 (TLRZKOD), TLR4
(TLRAKO) o en el receptor de TNF (TWFRKOQ) fueron infectados con T oezi v la
expresion de PDL! fue evaluada sobre LiB v FL/CP generadas durante la infeccion.

Animales KO no infectades correspondientes fueron utilizados como controles.

Observamos que los LiB de ratones TLRZKO y TNFREO no mnfectados presentaron
una expresion de PDL1 similar, v que la infeccion con T, cruzf induce un incremento en la
expresion de esta molécula {Fig. I7TD). Llamarivamente, los LiB de ratones TMNFREKO
infectados presentaron un mayor incremento de expresion de PDLI que los LiB de las
otras cepas de ratones (WT y TLRZKO) (Fig. 17D). Los PL/CP generadas durante la
infeccion, independientemente de la cepa de ratdn infectada, presentaron altos niveles de
IFM de PDLI1, v mucho mayor que la gue presentaron sus correspondientes LiB (Fig.
17D). Muevamente, como sucedid con los LiB, los PL/CP de los ratones TNFREKO
presentaron la mayor expresion de PDL] con respecto a los PL/CP de ratones WT y
TLRZKO (Fig. 17D). Por dltimo, LiB de ratones TLR4KO infectados también presentaron
un aumento en la expresion de PDLI, ¥ a su vez, los PL/CP generadas por la infececion

presentaron una mayor expresion de PDL1 que sus correspondientes LiB (Fig. 17E).

Los resultados indican que ligandos de TLRY v 4, el T. cruzi per e ¢ [IFNY son capaces
de aumentar la expresiom de PDL1 en LiB v witro, ¥ que PL/CP generadas i witro a traveés
de estimulacion por ligandos de Toll también presentan una mayor expresion de PDLI que
sus correspondientes LiB estimulados asi como los PLACP peneradas por la mfeccion con
T cruzi, S5in embargo debido a que la deficiencia de un dnico receptor de Toll no impadid la
expresion de PDL1 ni en LiB ni en PL/CP de ratones infectados podemos concluir que in
win podria operar mas de un mecanismio, ya sea a través de [FNy individualmente o en
conjunto ¢on ligandos de Toll. Finalmente, THNF no estaria involucrado en la induccion de
expresion de PDL1 in vive, aungque podria cumplir una funcicn inhibitoria ya que cuando la
via TNF/TNFR esta ausente los LiB vy los PL/CP expresan niveles de PDLI

symificativamente SUpPeriones,
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Dado que LiB estimulados y PL/CP generadas in vitre expresan aftos niveles de
PDLI, decidimos evaluar sus posibles funciones regulatorias, Realizamos un co-cultivo de
la fraccidm NoB con LiB y PL/CP que se generaron a partir de los distintos estimulos. Para
ello, LiB purificados de ratones W'T no infectados fueron estimulados con AgTpY, AgTpY
+ LPS + [FNy v AgTpY + tripomastigotes de T. eruzd vivos. Estos estimulos lendan como
finalidad hacer que el LiB entrara en contacto con AgTpY, v por otro lado, inducir PL/CP
con altos miveles de PDLL. Luego de 48h de cultrvo, estos LiB fueron lavados, contados v
co-incubados con la fraccidn NoB de un animal infectado con T. orezd, por 48h mas, v Ta
produccion de IFNy ¥ de TNF se midid en el sobrenadante de cultivo, por ELISA. El
sobrenadante del co-cultivo de la fraccion NoB junto con LiB  cultivados con AgTp¥
presentd concentraciones de TNF e IFNy similares al sobrenadante de la fraceidm NoB sola
(Fig. 18A, B), Sorpresivamente, €l co-cultivo de la fraccidn NoB con LiB estimulados con
AgTpY + LPS + IFNy generd un aumento en los niveles de TNF e IFNy en &l
sobrenadante de cultivo comparade con la fraccion NoB sola (Fig. 18A, B). De manera
similar a la antenor, el co-cultive con LiB pre incubados con AgTpY + Tripomasrigotes
también generd un incremento significativo en la secrecion de TNF e IFNy comparado con
la fraccion NoB sola (Fig, 18A, B). Los resultados indican que lejos de cumplir una funcion
inhibitoria, los LiB generados en presencia de AgTpY + LPS + IFNy, o de AgTpY +
tripomastigotes llevan adelante una funcidn estimulatoria o inductora de produccion de
THF e [FNy,

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que los estimulos utilizadoz inducen
cambios en la expresion de diferentes moleculas de superficie, mas alla de la expresion de
FDLI, que influyen en el tipo de respuesta generada. Es por ello que por citometria de flujo
determinamos el perfil de moléculas de superficie presentes en los LiB incubados con los
diferentes cstimulos, ¥ comparamos este perfil con el de PL/CP provenmientes de un raton
WT con 13 dias de mfecoian,

Los LiB incubados con AgTpY presentaron niveles incrementados de expresion de
MHCH v disminuidos de CDED en comparacion a los PL/CP; ademds no mostraron la
misma expresion de PDLI y PDL2, ni tampoco de CD39 mi CD73 que se observa en
PL/CP in vivo (Fig. 1BC). Llamativamente, estas células presentaron  niveles
incrementados de intensidad de fluorescencia media de GeB (Fig. 18C). Por otra parte, LiB
mcubados con AgTpY + LPS + IFNy presentaron leves aumentos en la expresion de
MHCI, PDL2, y CD73, y una leve disminucidn en CD80; sin embargo no aumentaron la
expresion de PDLI ni de CD39 de la misma forma que los hacen los PL/CP in vive, v
presentaron un aumento en la expresion de GeB (Fig, 18C). Por altimo, LiB incubados con
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AgTpY + trippmastigotes presentaron un aumento en la expresion de MHCII y de GrB,
disminuciones en la expresion de CDE0, PDLIL, PDL2, v CD39, v niveles similares de
CD73, con respecto a PLACPE generadas in vivo en la infeccadn con T omer (Fig. 18C).
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Figura 18: U8 estimulados in vitro indujeron fo secrecion de TNF y de IFNy por célulos NeB, ¥ no
presentaron ef mismo perfll de moléculas de superficie que PL/CP generadas in vive con la infeccidn
con T, crugi, Ratones WT (n=4] fueran sacrificados y sus espleneciios fueren obtenidos, para la posterior
purificacidn de LB con &cs especificos para C043 unides a perlas magnéticas. 5e obtuvo la fraccidn de
LiB (D43, v |a misma =& cultivd durante 48k en presencia de dilerentes estimutos: (1) AgTpY, [2) AgTRY
+ LP5 + IFNy, v (3] AgTRY + tripomastigotes T. crui viwos, Luega se lavaron, y contaron dos Lig
estimulados, v una fraccion s&= fifd para citemetria de flujo con Acs especificos para €019, 8220, CO138,
MHCH, CO8G POLL, POLZ, GrB, CO39, CO73, Otra fraceidn se incubd con la fraccion WNoB de ratones
infectados. Para obtener Iz fraccion MNoB, ratonas WT {n=3| fueren infectados con T frusd cepa Y-or §
sacrificados al diz 13pl. Sus esplenocitos fusron ohtenidos, v una fraccion se tifa para citometria de flujo
won lod mismas Acs mencicnados previamente, vy con |z otra fraccion s& hizo un pool v s purifico |8
fraccicn NoB [CO43°) con Acs antl CO43 unsdos & pertas magnéticas. Se realizg un co-cultive 1-1 de
celulas Mol v de LiB estimulados en presencia de AgTpY. Cema control s2 cultive ka fraccion NeB sola en
presencia de AgTpY, Lusgo de= 48k se determinaron las concentraclores de (A} TMF & {B) IFNy en los
sohrenadantes de cuttivo, ***p<0.01 Ancva de una via de maesiras repetedas oon post best de Dunnett,
control: MoB. {C) Histogramas representativos de la expresidn de MHCI, CO20, POLL, POL2, GrB, (D39,
£O73 en la poblacién de PLICP (Gate realizado en CDN9"CO1387] de animates infectados al dia 13pi, y

en los LIB (CO19'B220') luego del cultivo inicial de 48h con fos diferentes estimulos, El namero indica la
IFM.

En conjunto, los resultados de esta Oltima seccidn indicarian que los PLACP
generados durante la infeccién con T. eruef son capaces de regular in vitre a células
secretantes de TNF e [FNy, Estos PL/CP se ubican en focos EF y aparecen mis temprano
que los LiB de CG. Los PL/CP expresan CD11c, PDL1 vy otros receptores asociados a
funciones regulatorias como PDL2 v CD39. La expresion de PTILI se indujo en los LiB a
través de estimulos como ligandos de Toll, el T0 guzf @ IFNy ét vdire, Los PL/CP generados

fanto @R wire como fi wiwe presentaron la mayor expresion de PDLI, sin embargo el
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aumenta en la expresion de PDLI en LiB o PL/CP no garantiza una funcién regulatoria
va que los experimentos in vitro mostraron que, al contrario de ejercer una regulacidn
negativa sobre células productoras de TNF e IFNy, favorecieron la secrecidn de éstas
citoquinas, En estas condiciones experimentales los LiB parecen tener mds una funcidn
presentadora de Ap que una funcion regulatoria. Los resultados indican que los LiB v
PL/CP de los ratones infectados que ejercen una funcidon regulatoria tienen un fenotipo
particelar que no es expresado por sus equivalentes obtenidos i wiro, con menos niveles de
MHCII y mayores niveles de PDL1 y CD39 que LiB estimulados 7 e,
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4.1] La ausencia de LiB condiciona la respuesta inmune en la
infeccion con T. cruzi

Con los resultados obtenidos en los expermmentos de la presente tesis doctoral hemos
identificado que los LiB, ¥ én mavor medida, los PL/CP de ratones infectados con T, crmezr
son capaces de condicionar negativamente la respuesta de células secretantes de THNF e
IFNy, hecho gue les permibida controlar el proceso inflamatorio que € genera en la

enfermedad de Chagas experimental,

Para lepar a estas conclusiones, v con el objetivo original de evaluar el rol de los LiB
en la infeceidn con T onz, tomamos ventaja de ratones muMT. Los ratones mubT
presentan una alteracion en la expresion de la cadena pesada m de la IgM en la membrana,
lo que lleva al amresto de la diferenciacion del LiB en el estadio pre-B en médula dsea, y asi,
1B maduros nunca salen a penfena [198]. Consecuentemente, estos ratomes lampoco
tienen Acs. Estos ratones brindan un modelo para evaluar tanto las funciones de los Acs,
como lag de los LiB vy lag de su producto de diferenciacién celular, los PL/CP, que
incluyen préesentacion antigénica v/o el condicionamiento de la respuesta celular a través
de la secrecion de citoquinas [ 199-202).

En el desarrollo de esta tesis doctoral, observamos que mieniras los ratones WT
{controles) infectados sobreviven a la infeccion con T2 cruzi, los @tones muMT, en s
mayoria, no lo hacen (Fig. 1A). Tal como fue previamente descripto [20], los resultados
advierten un rol fundamental de los LiB durante la infeccion por este protozoario. Los
ratones mubT presenfaren una parasiternia mds elevada al dia 9pi, dia del pico de la
misma, que ratones WT infectados (Fig. 1B), 1a cual s¢ correspondid con un aumenio en el
parasitismo tisular en bazo e higado al mismo dia pi ¥ en bazo al dia 15pi (Fig. 1C). Sin
embargo la parasitemia logro ser controlada asi como el parasitismo tisular. A pesar de que
no s¢ puede descartar completamente que la mayor carga parasitaria cawse un dafio
irreversible en tefidos, provocando dias mas farde la muerte de los ratones mubdT
infectados, nosotros inferimos que como [0S mismos oo presentan diferencias significativas
€0 CAarga parasitaria y parasitemia, respecto de los ratones WT, cerca del tiempo pi cuando
comienzan a morir, la falta de control del pardsito ne seria la causa de muerte, 51 bien
nuestros datos son similares a los previamente reportados en cuanto a que los ratones
deficientes en LiB infectados con T. onei tienen mayor parasitismo [20], los resuaitados

acerca de la respuesta immune son diferentes, Cardillo v col [20] muestran que la
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exacerbacion en la parasiternia, v la falta de control sobre la misma, en ratones muMT
infectados con T, cruzi estd relacionada con bajos niveles de citoguinas inflamatorias y
nimeros bajos de LiT C4" de memoria central y efectores, ¥ de Li T CID8"  generados
durante la fase aguda de la infeccidn. Estas diferencias en los resultados obtenidos pueden
ser explicadas por la diferencia en la cepa y dosis de pardsitos wtilizada en la infeccion
experimental asi como en la edad de los animales. Mientras que en esta tesis hemos
utilizado una cepa poco virulenta (Y-br) v mayor edad en los animales, Cardillo v col.
utilizaron tripomastigotes de T, enusd cepa Tulahuén y ratones con 1 o 2 meses de edad. En
ese trabajo sugieren que los LiB cumplen una funcidén protectora de la infeccion porque
condicionan Ia respuesta de LiT CDd" v CDE® efectores, posiblemente a traveés de su
capacidad de presentar Ags. En consonancia, ha sido demostrado que los LiB son capaces
de promaover respuestas protectoras contra la infeccion por Safmonells, en donde los ratones
deficientes en LiB son menos resistentes a la infeccién por este microorganismo [203], v
que generan un menor porcentaje de LiT CD4™ y CDE” productores de IFNy, que ratones
WT [204], Para que los LiB ejerzan el efecto protector es necesana la sefalizacion via
BCR, la expresion de MHCII, y [a secrecion de [FNy por parte de los LiB [205].

También s¢ ha descripto que los LiB son responsables del control de la carga
parasitaria en ratones infectados con Toxeplasma gondis [206), Ratones muMT infectados
con T gondii son capaces de sobrevivir a 1a etapa agnda de la infeccion, pero luego mueren
presentando grandes dreas de necrosis en cerebro, asociadas a quistes de raquizoitos. La
transferencia pasiva de suero inmune para T, gonds, previene la formacion de quistes en el
cerchra de los ratones muMT infectados, v evita su temprana mormalidad [206]. En este
caso, la proteccion de los LiB estd mediada por su capacidad secretora de Acs mas que por
su capacidad presentadora de Ags o regulatora.

En el presente trabajo de tesis doctoral observamos que los ratones muMT infectados
présentan un incremento en diferentes citoquinas proinflamatonas (Fig. 2) y que ese
incremento podeia estar asociado a la moralidad de los ratones. El mcremento de
respuesta proinflamatoria, en ausencia de LiB, también ba sido reportado en ofras
infecciones. En la infeccion con Coxfella busnersd [207] 1a deficiencia en LiB no favorece el
desarrollo de la enfermedad clinica o altera la eliminacion de bacterias pero aumenta la
severidad del dano histopatolégico, En un modelo de infeccion con Leisfainmi dormmsnrn se
observo que ratones mubT eliminan los parasitos en higado mas rapidamente que ratones
WT v no establecen la infeccidn en el bazo; pero la ripida eliminacidn de pardsitos en los
ratones muMT se asocia con una aparicion mas rapida de granulomas hepiticos mas
extensos, que los de ratones de tipo salvaje. El higado de los ratones muMT infectados

muestra signos de patologia destroctiva asociados con el aumento del nidmero de
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neutrifilos infiltrantes [208], Los datos indican que, en clertas infecciones, los LiB cumplen
una funecidm regulatoria de tipo inhibitoria, va que en su avsencia el hospedador infectado

generd una respuesta inflamatonia con dafio tisular,

Uno de los principales mecanismos a través de los cuales los LiB ejercen su funcidn
reguladora es a través de IL-10 (mads adelante discutimos mecanismos de regufacion). En
un modelo de infeccidn viral con Citomegalovirus murino (CMVM) s reporto, durante la
infeccion cronica, la presencia de LiB con [enotipo repulatoric CDS*CDI4A™ [209]
infiltrando cerebro, En concordancia, ratones Thi{™) deficientes en LiB desarrollaron una
respuesta neurcinmune exacerbada evidenciada por la acumulacion de LiT CDE* dentro
del cerebro, asi como de activacion de la microglia (mayor expresion de MHCII) v
menores niveles de células Treg Foxp3™. Ensayos in vitro permitieron demostrar el rol
regulador de los LiB, ya que LiB estimulados para producir IL10 fueron capaces de
disTimuir la secrecion de TNF por células de la microglia incubadas con el CMVM y de
aumentar la proliferacion de células Tregs [209].

En algunos casos, la funcidn régulatoria o supresora de log LiB puede llegar a ser
deletérea para el hospedador infectado; por gemplo, al suprimir la respuesta protectora
necesaria para erradicar al agente infectante, Tal es el cazo del modelo de infeccidn con la
bacteria intracelular Brucella abortus, en donde ratones deficientes en LiB (muMT y Jh™)
son capaces de controlar de una mejor manera la infeccion, presentando menor recuento de
unidades formadoras de colonias, debido a un ncremento en el pomentaje de LiT
productores de IFNy ¥ a un menor porcentaje de células productoras de IL10 vy TGFp
[210]. De manera similar, en un modelo de infeccidon por Listernia se evidencid la expansian
de la poblacion BID, la cual es capaz de supnmir la respuesta de macrofagos, v asi
favorecer ¢l establecimiento v replicacion de la bacteria [211]. En un trabajo en pacientes
infectados con hepatitis B, se evidencid que los pacientes presentaban recaidas de la
enfermedad cuando presentaban un aumento en la secrecion de IL10, ¥ presencia de LiB
productores de IL10. Ensayos de deplecidn fn witro determinaron que la poblacion de LiB
productora de IL10 suprime la produccion de IFNy por LiT CD8*, v que la IL1{} es capaz
de modular la polifuncionalidad de tas mismas [212].

4.2] TNF como mediador de la mortalidad y morbilidad en la

infeccion con T. cruzi

Debido a que los ratones muMT tienen una exacerbada respuesta inflamatoria,
nuestra hipotesis es gque los LiB acthan de una manera protectora ejerciendo una funcion

regulatoria de la inflamacidn. Observamos en plasma de [os ratones mudT infectados un
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aumento cn la concentracion de IFNy en el dia 9pi, ¥ un aumento sostenido de TGFJ v de
THNF, en comparacion a ratones WT infectados (Fig. 2). En particular identificamos, en los
ratones muMT, sintomas y signos asociados a morbilidad mediada por TNF, males como
disminucion del peso corporal, disminuciém de glucosa en plasma, aumento de
transaminasas hepaticas, apoptosis de hepatocitos, dreas de necrosis y vasodilatacion en
higado (Fig. 3), los cuales s correlacionan con altos niveles de TINF [18, 181, 213, 214].

Decidimos luego evaluar al TNF como mediador de la mortalidad y morbilidad de
los ratones muMT infectados debido a: (a) que el TNF se encuentra aumentado de manera
sostenida en los dias pi cercanos a la muerte de los ratones muMT, (b) que los mismos
presentan sintomas asociados a elevados miveles sistémicos de THTE |18, 181, 2131, (c) que
esta citoquing ha sido descripta junto con IFMNy como wpa de las involucradas em la
patopénesis de la enfermedad de Chagas [15, 16, 73, 180}, ¥ (d) que presenta una
concentracion diferencial entre los ratones muMT que sobreviven a la infeccidn v los que
no, Para llevar a cabo esta evalvacion, los ratones muMT fueron mratados con un Ac

especifico para TNF con el objetivo de bloqueear o inhibir su actividad biologica.

En la biblipgrafia esta documentado que la inhibicion de la actividad de THNF ha sido
ensayada utilizando diferentes protocolos v drogas, tanto para evaluar el accionar de esta
citoguina en la etapa cronica como en la agudas de la infeccidn con T owzi. Asi por
ejemplo, e evalud el efecto de Eranercep, un receptor soluble de THF asociado a una Ig,
en ratopes infectados que cursaban la fase crdmica de la infeccidn (con 11 meses de
infeccion}. Observaron que el tratamiento empeora la actividad cardiaca de los ratones, no
afecta su sobrevida, ni la carga parasitaria, ni los niveles de expresion de citoquinas [179].
En otros dos trabajos, utilizaron Infliximab, el cual es un Ac monoclonal gue inhibe [a
accion del TNF. En el primero de los trabajos, la administracion de Infliximab realizada a
partir de los 4 meses pi, produce una disminucion én la concentracion de TNF y de IFNy v
en el porcentaje de celulas Ly6C” y F4/B0"TNT” v lleva a un aumento en el porcentaje de
celulas productoras de IL10 vy doble productoras de ILID v THFE. También reduece el
porcentaje de LiT CD4" sacretores de [TL17, aumenta la proporcidn de LiT CD4" secretores
de IL10 v disminuye la actividad citotoxica & wio [180]. En el segundo reporte, para el
cual utilizaron un modelo de infeccion en ratas, demostraron que la administracion de
Infliximab durante el estadio crénico de la infeccidon disminuye las lesiones cardiacas en
corazom, v esto se correlaciona con una menor expresion de THNF, una mayor expresion de
ILI0, v un menor mnhltrado de LiT en corazdn [215]. La vtilizacion de Inflzamab, pero en
la efapa aguda de la infeccidn, demostrd que THF es responsable Jde fa apoprosiz de
hepatocitos [214]. Por dltimo, ¢l uso de ratones TNFRIKQ o el tratamiento con Infliximab

en ratones con 14 dias de infeccion lleva a una disminucion de CE-MB (una enzima
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indicadora de dafio cardiaca), v esto se correlaciona con un menor infiltrado de LiT en
corazdn, y con un menor porcentaje de LiT CDE"CCRS” en circulacion [216],

En el presente trabajo de tesis uhlizamos un Ac de rata especifico contra TNF, con el
objetivo de evaluar s el incremento sostenido de TNF a mivel sistémico en los ratones
muMT infectados era la cavsa de monalidad. Observamos que el tratamiento con anti-
TNF mejora inicialmente el peso corporal de los ratones muMT infectados (Fig. 4), 1o cual
se corresponde con que esta citoquina ha sido descripta como responsable de caquexia
[217]. 5in embargn, a pegar de esta notable mejoria en el inicdo de la administracion, el
tratamiento con ant-THNF no fue capaz de mejorar la sobrevida de los ratones mubT
infectados v se observa una recidiva en la caguesxia {Fig. 4}, Motablemente, determinamos
que los ratones tratados no presentaban diferencias en la carga parasitaria en tejido (Fig, 4),
entonces mas alla del mol protector de esta citoquina durante la infeccion con T omeed [11,
182], una reactivacion de fa infeccion no seria la causa de muerte de los ratones mubT
infectados tratados. En estos animales, la concentracion de citoguinas proinflamatorias
tales como [LI12, IFNy, v el mismo THF estd incrementada; como asi también la actividad
de transaminasas hepdaticas. Es probable que el tratamiento con el Ac neutralizante para
TNF inhiba ademas una posible funcidn auto-regulatoria de esta citogquina, potenciando la
via proinflamatona de tipo 1. Un fendmeno similar foe reportado en dos trabajos
realizados en animales infectados con T oz, En uno, observaron que el tratamiento de
ratomes IL1I0EQ infectados con T. omed oom anti-TINF logra una leve mejoria en los
sintoimas ¥ la sobrevida de los animales pero no reproduce €] fenotipo clinico de Ios ratones
WT infectados, va que el tratamiento induce una mavor secrecion de THNF, que se
correlaciona con una recaida en los sintomas v [a muerte de los ratones tratados [18]. A
diferencia de nuestras observaciones, los niveles de [L12 v de [FNy en los ratones IL10KO
nfectados tratados 0 no son similares. En un segundo trabajo se demostro que el
tratamiento con dos Acs diferentes contra THNF tenen resultados opuestos; mientras un Ac
lopra reducir la concentracidn de THF v mejorar la caquexia de los ratones, el otro Ac
induce mayor secrecion de THF enddgeno (THF libre de Ac neutralizante) ¥ empeora la

caguexia ¥ la mortalidad de los ratones infectados con T, cruzd [218].

Debido a que todos estos datos son en algin punto opuestos entre si, realizamos una
bisqueda bibliografica de trabajos que utilizaron el mismao Ac que el usado en la presente
tesis, Varips de estos trabajos no reportaron el comportamiento en los niveles de THNF
sistérmicos [219-225] v dos trabajos mostraron resultados opuestos a los obtenidos por
nosotros, Observaron que ¢l tratamiento con anti TNF lleva a una disminucion en la
concentracion de TWNF sin modificaciones en la concentracion de IFMNy [226] ¥ a una

recuperacion del peso corporal aparentemente definitiva [227]. Otros dos trabajos muestran
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gue ¢l THF tiéne accion sobre células con funciones regulatorias, ya sea favareciendo su
proliferacion [219] o contramamente, induciendo su apoptosis [222]; por lo cual en el
contexto de la imfeccion por T omszi, en donde hay diversas células con funciones
regulatonas, es posible que el bloqueo del TNF conlleve a una exacerbacion de la respuesta
de tipo | de manera indirecta, afectando a estas poblaciones supresoras. Por Gltimo, un
trabajo sumamente interesante realizado en un modelo de infeccidon por Inflvenzo demostrd
que el TNF puede tener funciones regulatorias negativas y puede prevenir la patologia
observada en pulmon durante la infeccion [228). Los autores demostraron que el TNF
soluble es capaz de limitar una respuesta de LiT CD8" especihicos, los cuales son causantes
de la patologia observada en pulmdn. Las acciones del THF son [levadas a cabo via el
recepior TNFR], supnmiendo la secrecidn de citoquinas v quemoguinas, fales como 1LG,
CCL2, CXCLIO, MIPla, MIPIR, G-CSF, v en particular la 1115, la cual promueve la
expansion de la poblacion CD¥, Por otra parte, el TNF también es capaz de actuar
directamente sobre los LiT CD8™ via TNFR1 durante la etapa de priming de estas células,
haciendolas  sensibles a la muerte por apoptosis  inducida por  activaciom,
Sorprendentemente, la eliminacidn del virus fue independiente del THF, asi como también
la disminucion del peso corporal de los ratones; ¥ tanto Ios ratones THNFR] como
TNFRIKOQ infectados presentan un aumento en los niveles de TNF, sugiriendo un

mecanizmo auto-regulatorio [228].

Es probable que en nuestro modelo experimental, el tratamiento neutralizante con
anti-TNF esté bloqueando las vias auto-regulatorias de la citoguina por un lado, v a su vez,
bloqueando otras vias regulatonias, tales come la promocion de funciones inhibitorias de
otras poblaciones, o la accion supresora directa sobre poblaciones proinflamatorias. Por
oira parte, a pesar de que el tratamiento se inicia luego de presentarse ef pico de
parasitemia v cuando sus niveles commenzan a disminuir en ratones WT infectados, e
posible que todavia haya poblaciones activandose o diferencidndose a células efectoras, en
donde la regulacion via TNF todavia es importante. Esto explicaria parcialmente la
diferencia de desenlaces en los tratamientos reportados v nuestro tratamicnto; s s
administra el anti-TNF en etapas cromicas, la accion del Bloqueo resulta beneficiosa [180,
2153], ¥ s1 s adminisira en etapas agudas {como nosofres lo hicimos), resulta en una
exacerbacion de la respucsta y peor resultado [18, 218].

No se puede descartar sin embargo que los resultados, inesperados, se deban a las
caracteristicas del Ac utilizado, y podria ser revelador realizar otros rralamientos
administrando diferentes Acs para determinar si ¢l efecto depende del mismo, o si las
caracteristicas de la respuesta ge deben particularmente a nuestro modelo experimental.

También ¢ relevante considerar 51 el Ac podria estar influenciando el tiempo de vida
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media de la citoquina en circulacion, aumentdndola y asi amplificar sus efectos, puede
también que esté generando inmunocomplejos con mayor actividad que la citoquina sola,
tal como se ha descripto en tratamientos con Acs especificos contra L2, 114 e IL7 [229],
Esto se podria esclarecer realizando ensayos de bioactividad midiendo el efecto del TNF
solo ¥ en presencia del Ac, utilizando células sensibles a TNF [218], También se podria
determinar midiendo la produccion de TNF utilizando diferentes sistemas de ELISA en
paralelo. En uno, utilizar un antisuero policlonal especifico para TNF como Ac de captura
{que permite medir el TNF total: libre v unido al Ac del tratamiento) ¥ en otro el mismo Ac
del tratamiento in vivo como Ac de captura (determinando asi sélo el TNF libre, ya que ¢l
THF unido al Ac del tratamiento no tendria los sitins de reconocimiento disponibles para
el Ac de captura) [218].

A pesar de que con &l tratamiento con anti-THF no logramos revertir 14 respuesta
inflamatoria, podemos concluir que hay una comrelacién evidente entre los sintomas de los
ratones mubT infectados v los reportes que asocian e30s sinfomas oon la sobreproduccion
de THF. ¥ también que el THF se encuentra aumentado en los dias en los que los animales
mueren mientras que los valores son bajos cuando el amimal muMT infectado. sobrevive,
sugiriendo que esta citoguina participa n la morbi-morntalidad de los ratones deficientes en
LiB.

4.3] LiT CD4+ patogénicos en la enfermedad de Chagas
Cuando evaluamos las poblaciones de celulas productoras de TNF en los distintos

Organos de los matones infectados con T omzi, como e de esperar, debido a la
concentracion elevada de THF en plasma, los ratones muMT infectados presentan un
mayor porcentaje de células productoras de THF que los ratones WT (Fig. 5). Ademas
determinamos que la poblacidn productora de THF, estd compuesta mayoritariamente por
LiT CI4°, seguidos de LiT CDE" en ambos grupos experimentales (Fig. 6). Sin embargo,
los LiT de los ratones muMT presemtan un fenotipo mas proinflamatorio que los LiT
productores de TNF de los ratones WT infectados, ya que tienen mayor expresion de Ly6C
[185, 186] (Fig. 6). El perfil de los LiT CD4" de los ratones muMT corresponde a un perfil
Thl, eon un gran porcentaje de cflulas secretantes de IFNy y TNF, v disminuidos
porcentajes de células secretantes de IL10 e IL17, asi como de células que expresan Foxp3
(Fig. 7).

La promocion, induccidn o exacerbacidn de poblaciones o funciones ejercidas por
los LiT, en avsencia de LiB, va ha sido descripto en diferentes modelos de infecoidm,
automnmunidad v cancer [29, 149, 150, 167, 172, 210, 212, 230]. En esta tesis doctoral

demaostramos que los LiB en la infeccion con 1 cruef ejercen una funcidn regulatoria sobre
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los LiT CD4*, ya que en su ausencia, se exacerba un perfil Thl. Queda pendiente
determinar si estos LiT CI4°, que en ausencia de LiB estdn desregulados, son la causa de
la incrementada inflamacion sistémica que sufren los ratones muMT infectados con T,
cruzi. El perfil de los LiT CD4* ha sido asociado a la patologia chagisica cardiaca en
estadios cromicos [13, 74, 75]. En nuoestro modelo de infeccidn, en donde los ratones
muMT mueren durante la etapa aguda o aguda-tardia, se podria evaluar la contnbucion de
los LiT CD4" a la mortalidad con experimentos de deplecion, De ser responsables, la
depleciom de los LiT CIDM4° en los ratones muMT infectados deberia permitir la
recuperacion, al menos parcial, de la sobrevida y morbilidad de los animales. Es
importante sefalar que la deplecion deberia ser previamente probada em ratones WT
infectados, sobre todo el dia a partir del cual se comenzaria con el tratamiento, ya que los

LiT CD4° zon protectorss durante la mfeceidn con T omer [B],

En otros modelos expenmentales se pudo evidenciar, mediante transferencia, que los
LiT CD4' “patogénicos” pueden ser deletéreos para el animal receptor, En un modelo de
diabetes autoinmune, la transferencia de LiT CD4" especificos para un Ag expresado en ¢l
pancreas induce que LiT CIDE" (responsable de sostener la progresion de la enfermedad a
traves de la destruccion de las islas pancredticas) adquieran un perfil proinflamatorio [231)],
Mediante la inyeccion de LiT CD4" Tth provenientes de unm ratbn denominado
“sanrogue”, el cual desarrolla espontaneamente CG causantes de sintomas relacionados a
Lupus, se puede transferir la capacidad de desarrollar OG, en ausencia de estimulos, en un
raton WT [232]. En un modelo de artritis, el bloqueo de la accion de TNF utilizando un Ac
anti-TNF expande una poblacidn de Li Thl/Th17 que cuando es transferida provoca el
desarmollo de la enfermedad en ratones SCID invectados con colageno [233], Por altime, la
transferencia adoptiva de LiT CD4" obtenidos de ratones infectados con T, ouzi a ratones
sin infeccion, desencadena un infilirado celular en corazdn y patologia cardiaca [234].
Todos estos estudios sobre la evaluacion de perfiles inflamatorios en el progreso de
patologias mfecciosas o autoinmunes indican la importancia de una comrecta regulacion de
los LiT, y cbmo éstos pueden ocasionar enfermedad. Nosotros evaluamos si la
transferencia de LiT CD4’, generados en ausencia de LiB durante la infeccion con T cry,
podia reproducir la morbilidad v mortalidad en ratones WT infectados, Mo encontramos
grandes alteraciones en [os ratones WT infectados que recibieron los LiT CD4° de los
ratones muMT infectados en cuanto & mortalidad ni morbilidad, sin embargo, observamos
que los LiT CD4" del raton WT receptor adquirieron el mismo fenotipo (Ly6C™) que
mostraban los LiT CD4° del ratdn mudT infectado, asi como un incremento en los niveles
de IFNy sistémicos (Fig. 8). Los resultados indican que los LiT CD4* de los ratones muMT

infectados influyen sobre otras poblaciones de LiT, tomandolas pro-inflamatorias. Es
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probable que para poder visualizar un efecto sistémico se deba transferir un mayor nimers
de células, o medir otro indice de morbilidad, comparando por ejemplo alteraciones
cardiacas o hepdticas a tiempos mas tardios, Nosotros evidenciamos que los LiT generados
en ausencia de LiB, son predominantemente inflamatorios Thl, v que son capaces de
alterar parcialmente el perfil de otros LiT.

4.4] PL/CP PDL1 + regulatorias en la infecciéon con T. cruzi

En ¢l presente trabajo de tesis pudimos determinar que la ausencia de PL/CP en
cultives celulares de esplenocitos infectados con T. oz exacerba la produccion de TNF e
[FNy, por lo que podemos conchair que los PL/CP generadas en la infeccién por T, crusd

ejercen una funcion regulatona y lo harfan a través de la expresion de PDLIL

Estudios cinéticos de las poblaciones de LiB evidenciaron que, en el momento en que
se regulan los niveles de TNF en los ratones WT infectados (Fig. 2-3), aparecen PL/CP de
localizacion EF, que expresan altos niveles de PDL1 (Fig. 9, 11, 16). Por otra parte, v de
acuerdo con el rol de PDL1 en la regulacion de la respuesta inmune [134], ratones muMT
carcntes de LiB y por consiguiente de PL/CP presentan una exacerbada respuesta
proinflamatoria v elevados niveles de TNF sistémicos. En concordancia, ensayvos de
deplecion é wiro, demostraron que en ausencia de PL/CP (no asi de LiB) los esplenocitos
de ratones infectados con T, oz producen una mayor concentracion de THF y también de
[FMy {Fig. 15). En conjunto, los datos obtenidos en esta tesis apoyan la conclusion de que

los PL/CP generadas en el periodo agudo de la infeccion cumplen una funcion regulatoria.

La funciom regulatoria de las céhulas secretantes de Acs, va sean plasmoblastos o CP,
ha sido recientemente reportada. Los trabajos de Matsumoto y colaboradores [30]
demostraron que durante la EAE las principales coélulas productoras de ILI0 son
plasmoblasios CD138'CD44™" presentes en ganglios drenantes, A estas células se las
diferencia de CF en base a la expresion de Blimpl, mientras que CP presentan una alta
expresion Blimpl los plasmoblastos tienen una expresion intermedia, Utilizando ratones
Prdm1“"Mb1™*"* cuyos LiB son incapaces de expresar Blimpl y por ello también incapaces
de diferenciarse a plasmoblastos y CP, demostraron que la limitacion de los sintomas de
EAE esta mediada por plasmoblastos productores de IL10. Cabe resaltar que los
plasmaoblastos con capacidad regulatoria se localizan en focos extrafoliculares y no
provienen de CG, ya que ratones Bel6™¥ (incapaces de desarrollar OG) no presentan
sintomas- exacerbados de EAE, y los plasmoblastos se onginan de igual modo. Los
plasmoblastos CD138"CDM4™" presentan ademds una mayor expresion de MHCII v
CACR4, y menor expresion de CXCR5 que sus correspondientes LiB [30]. En un modelo

de infeccion con Salmoneflz, también se reportd que las CP pueden actuar como células
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repulatorias a traves de la secrecion de IL10 [29] y de IL35 [28]. Por un lado, Neves y
colaboradores [29] evidenciaron que ratones cuyos LiB eran deficientes en MyL}56 son mas
resistentes a la infeccion por Safmonella. En particular, los ratones MyD8EKO infectados
presentan un menor porcentaje de CP secretoras de IL10, responsables de suprimir la
respuesta de células NK, neutrdfilos y LiT (que componen la respuesta inmune protectora
contra la bacteria [29]. Por otra parte, Shen y colaboradores |28] demuestran que CP
secretoras de IL35 tienen funciones supresoras en EAE v en la infeccion por Salsonells, En
este caso la produccion de [LI0 y de IL35 esta dada por CP muy diferenciadas
(CD138'CD22)[28].

En nuestro caso, los resultados obtenidos indican que [az PL/CP regulan la secrecion
de THF in witro & i viwo va que la avsencia de LiB v PLACP penera una desreguilacidon de
THEF. El modelo expenmental con ratones muMT permite hacer correlaciones en cuanto a
la deficiencia permanente de LiB, los resultados obtenidos im vivo brindan imformacion
general sobre la influencia de los LiB sobre el control de la infeccion y el resto de las
poblaciones celulares, no asi, acerca de su influencia en determinadas etapas de infeccion,
ni tampoco o1 una subpoblacion particular de LiB (LiB inmaduros, de zona marginal,
pertoneales o de CG) tiene implicancias patopénicas, protectoras, o regulatonas, Para
determinar fehacientemente gue los PL/CP son las que tienen funciones regulatorias y no
los LiB, un modelo de raton que deberia ser utilizado es el Blimpl"'CD19™ [235]. Este
ratom contieng una recombinasa [lamada Cre, bajo el promotor de CD19, es decir, que
todas las células CD19" (LiB) van a expresar la recombinaza. Cre actaa reconociendo sitios
Flox del ADN, eliminando el gen que se encuentre flanqueado por ellos, En este caso, el
raton contiene el gen que codifica para Blimpl Aanqueado por sitios Flox; con lo cueal, los
LiB de estos ratones no expresan Blimpl. Como Blimpl es necesario para la diferendacion
de los LiB a PL/CP, este raton es incapaz de generar PL/CP. Dados nuestros resultados,
este modelo permitiria verificar la funcidn regulatoria de las CP in wive, validando nuestros

resultados.

Por otra parte, pard demostrar que los LiB no gercen las funciomes regulatorias sino
que las musmas son ejercidas por CP, se podria utilizar un modelo experimental realizando
una deplecidn i wio exclusivamente de LiB. En este caso, la deplecidn se podria hacer
luego de la generacidn de las CP ¥ asi, en el animal infectado, permanecen las CP ¥ no los
LiB; evaluando asi si [as CP, solamente, son las necesarias para regular la respuesta
inflamatoria en la infeccion por T. ouzd o si hacen falta ambos tipos celulares. Para realizar
este 1ipo de ensayos se debe utilizar un Ac anti-LiB, el cual reconoce LiB y promueve la
eliminacion de la poblacion por lisis o ctotoxicidad mediada por Acs. Por ejempla, se
puede utilizar un Ac anti-CD20, el cual e utiliza normalmente para chiminar LiB. Es
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importante destacar que con este tipo de tratamiento no se eliminan todas las CP [236,
237], por lo cual seria necesario en una primera instancia, determinar la cinética de
desaparicion de los LiB, v si se depletan (y en qué medida) o no las poblaciones de PL/CP
en animales tratados. De todas maneras, resultados preliminares de nuestro laboratorio
imdican que con una sola inyeccion de Ac anti-CD20 se logra una deplecion completa de
LiB a partir del dia 10 post inyeccidn; por lo cual, metodoldgicamente seria dificultoso
aplicar este tratamiento en nuestro modelo, va que el periodo en que se produce la
regulacion por PLACPE (entre los dias 12-15) es muy corto, v &l iempo necesario para la
depleciom es muy largo. De comenzarlo a iempos tempranos, se comre el nesgo de eliminar
LiB que vayan a generar PL/CP regulatorios, v de hacerlo mas tardiamente, €] fenomeno
regulatorio ya puede haber ocurrido. En conclusion este tratamiento con anti-CD20 no
seria el mas indicado, en nuestro modelo expennmental, para esclarecer los mecanismos

inmunologicos de interés,

Otro modelo experimental en donde se puede realizar la deplecion de LiB es
utilizando ratones CD19°*1DTR [238], Estos animales son capaces de expresar el receptor
para la toxina diftérica en oélulas CID9", Esto permite que, con la inyeccion diana de la
toxina, se pucdan climinar los LiB casi en su totalidad [238]. Todas las poblaciones de LiB
s¢ eliminan con la misma eficiencia, pero no asi las CP. Seria importante establecer si este
modelo puede ser 1til para responder a nuestro interrogante, al conocer los cambios que

sufre la poblacidn de PL/CP luego de este tipo de deplecion.

Cabe resaltar que én ambos métodos de deplecidm, los ratones infectados tambien
tendrian anticuerpos circulantes, tanto naturales como imducidos de manera paliclonal por
el parasito, v, de haberse generado, Acs especificos para el T. oz (aunque la generacion
de éstos requiere mas tiempo, por lo cual es probable que a los dias 11-15pi no se
encuentren). For lo cual, los resultados arrojados por estos modelos, serian independientes
de la capacidad secretora de Acs de los LIiB, v dependientes de otras funciones del LiB tales
como la secrecion de cioquinas, quemoquinas, o a traveés de proteinas de superficie que

requieren contacto celular,

Por dltimo, s¢ podrian hacer expenmentos de transferencia celular a los ratones
muMT. Para ello se deberian purificar los PL/CP de los esplenocitos de ratones WT
infectados e inyectarias en ratones mubT infectados. De esta manera, s6lo se podria
evaluar el rol de los PL/CP ¥ no asi de los LiB. En nuestro laboratorio, las experiencias de
transferencias adoptivas a ratones muMT no han resultado totalmente satisfactorias, ya que
un muy bajo porcentaje de ratones recibe de manera correcta las células invectadas; esto
requiere que la cantidad de ratomes muMT a ser inyectados sea grande, sobrepasando las
capacidades de costo de los experimentos y de cria de ratones. Ademis, la sobrevida de
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PL/CP purificadas por cell sorting es baja, por lo cual, purificar CP e inyectarlas en ratones
muMT resulta muy complicado a nivel experimental y no ha podido ser llevado a cabo con

exito.

4.5] Expresion de PDL1 y capacidad regulatoria
Tratando de identificar las moléculas que pueden participar de la regulacion de la

respucsta inmune en la infeccidn con T ol observamos, mediante el blogueo fr wivo con
Acs especifico para PD1 y PDLI, que la via PD1/PDLI participa en la regulacion de
céhulas secretantes de TNF; no asi el blogqueo de PDL2, indicando que PDL2 no tendria
capacidad regulatonia sobre IFNy v TNF. Comao las CP son las células que tienen la mayor
expresion de PDLI, v el bloguee in vire con los Acs tiene el mismo resultado que la
deplecion oelular, es probable que las CP ejerzan su funcion regulatoria por medio de este

ligando (Fig. 15).

Hay pocos reportes descrnibiendo funciones regulatonias ejercidas por LiB v CP a
través de PDL1. Recientemente, casi simultineamente con el desarrollo de esta tesis, se
reportd que LiB PDLI"™ mejoran los sintomas de EAE [167] v que en un modelo de
proteccion de EAE a traves de la administracion de estrogeno, los LiB PDL1® juegan un
papel fundamental en el control de la inflamacion [168]. Por otro lado, en un modelo de
turnor, se observo que plasmocitos IgA PIXL1TILI0" son capaces de suprimir las respuestas
citotoxicas de LiT CD8” [172]. En la mfeccion con T, sruzé, 1a via PDT/PDLI ha sido poce
estudiada. Se ha observado que las cepas mas virulentas de T, ol inducen una mayar
expresién de citequinas anti inflamatorias ¥ de PDLI, sugirendo que el parasito utiliza
esta via como mecanismao de evasion [239]. Ademads, 1a infeecidn en ratones PDIKO o WT
tratados con anti-PIX o anti-PDL1 induce una menor parasiternia y carga parasitaria, pero
mayor respuesta inflamatonia en corazon, mayor secrecidn de IFNy y TNF, y mayor
martalidad [133]. En conjunto, estos trabajos sugieren que en la enfermedad de Chagas
experimental, 1a via PD1/FDLI es una via regulatoria que suprime respuestas protectoras
y puede ser utilizada por el parisito como mecanismo de evasidn, pero a su vez regula

respuestas inflamatorias exacerbadas que perjudican al hospedador.

Muevamente, para demostrar claramente que las CP ejercen su funcion regulatoria a
través de PDLI, se deberian generar ratones quiméricos. 5S¢ podria realizar una quimera,
en la cual se ubhlicen células de médula dsea de ratones PDLIKQ v BlimplloxCD 1 9%¢ere.
En este caso, el ratdn resultante tendm leucocitos PDLIKO v leucocitos WT sin OF, serd
un raton en el que no se pueden generar CP PDL1". La dnica fuente de CP de estas ratones
serd PDLIKQ, v permitird evidenciar 51 PDL1 presente en las CP es el mediador de la

actividad supresora de las CP, También se podria hacer un raidn quimera con mezclas de
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celulas de médula osea provenientes de ratones muMT y de ratones PDLIKO. En este
caso, el rawon quimera resultante tendrda LiB y CP deficientes en PDLI (similar a los
ratones muMT con transferencia de LiB WT / PDL1KO, sdlo que experimentalmente el
rattm wrradiado es mejor receptor de las células inyectadas). De comprobarse que el
mecanismo regulatorio ejercido por las CP involucra la via PD1/PDLI1, seria un aporte
sumamente novedoso tante para el conocimiento general de la biologia de los LiB vy CP,

como para la enfermedad de Chagas,

4.6] Amplificacion in vitro de células de la progenie B PDL1+ y
capacidad regulatoria

Asi como se pueden manipular i witro CDs para generar células con un perfil
tolerogénice (regulatorio) v se pueden generar Li Tregs, para ser aplicados /n wive, en el
tratamiento de enfermedades autoimmunes [240, 241], de manera andloga se podran
manipular a los LiB de modo de obtener células con capacidad regulatoria. Tal es asi que
LiB ILI0X obténidos ir wire fueron capaces de regular respuestas inflamatorias en un
modelo de mfeccion por CMVM en raton [209].

En este contexto v con la idea de identificar sefiales que nos permitieran generar, ¥
por qué no amplificar, la poblacidbn de LiB y CP PDLI" para ser utilizadas como
repuladores de inflamacidén, realizamos una serie de cultivos celulares con diferentes
estimulos. Observamos que IFNy ¥ hgandos de Toll como LPS (higando de TLRE4) v CpG-
QDN (ligando de TLEY) son capaces de aumentar la expresion de PDL1 sobre los LiB v
generar PL/CP con ain mayor expresion de este ligando (Fig. 17). Estas sefiales fueron
demostradas inductoras de la expresion de PDL1 en cultivos con CP provenientes de
pacientes con mieloma midltiple [242]. Estos estimulos & dempos cortos de incubacion no
generan OF v a fiempos mayores si bien son capaces de generar CF, lo hacen a un bajo
porcentaje. Cuando las células generadas fueron utilizadas en ensayos de co-cultivo para
evaluar su capacidad supresora, sorpresivamente observamos gue los protocoles utilizados
ng solo no indujeron LiB con capacidad regulatona, sino que los LiB inducidos én vitre
promovieron la secrecion de IFNy y TNF, Los datos indican que las poblaciones de LiB
generadas in vitro poseen mas capacidad de presentacidn antipénica que capacidad
regulatoria. Los LiB indocidos presentaron altos niveles de expresiom de PDLI1, dejando
ver que la mera expresion de este lipando no implica la capacidad para cumplir una
funcion regulatoria. Los resultados nos indican que es importante considerar el perfil
integral de receptores de superficie expresados en la celula, asi como también la capacidad

de secreciom de citoquinas que adguiere con el estimulo. Aparentemente, las seflales
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impartidas a los LiB in wire no reprodecen de mancra completa las sefiales que reciben los

LiB in viwe para generar las CP con capacidad regularoria,

Las CP generadas en la infeccitn con T, cezf tienen una menor expresion de MHCII
que los LiB de los mismos animales o que los LiB estimulados rm virro, lo que implicaria
que las CP poseen una menor capacidad de presentacion antigénica que los LiB. La mayor
expresion de moléculas MHCIT sobre los LiB estimulados in wivo podria explicar el porqué
de su capacidad de estimular la respuesta de LiT, mas que de suprimirla. Ademas,
sorpresivamente las CP generadas en la infeccion mostraron una alta expresion de CD39,
la cual es una ectonucleasa capaz de catabolizar ATP en adenosina, v esta dltima tiene
propiedades supresoras [163-165]. Ya se ha descripto que los LiB puede ejercer funciom
regulatoria a través de la expresion de CD39 [166]; en este reporte, [os LiB CD3Y
suprimen la proliferacion de LiT autdlogos [166]. Esto sugiere que ademas de la funcion
supresora potencialmente mediada por la expresion de PDLI, las CP generadas én vive

podrian ufilizar otros mecanismos de regulacion.

Mo solo hay diferencias en el perfil de expresidn de moléculas de superficie entre log
PL/CP generados in vive con los LiB estimulados i vifro, sino también entre los PL/CP y
los LiB activados m wwe. La determinacion de la expresion de CXCR4 v CXCRES brindan
informacion acerca del grado de diferenciacion de los PLACP v el ropismo con ¢l cual van
a migrar. La diferenciacién de los LiB a plasmoblasto, que es cuando fa célula cambia de
isotipo de Igs v adquiere la capacidad de secretar Acs, se comrelaciond ¢on un incremento
en la expresitn de CXCER4 v una disminucidn en la expresiom de CXCRS [243, 244]. En
este sentido, pudimos observar que mientras los LiB presentan una alta expresion de
CHRCES v baja de CRCRA, los PL/CP presentan una baja expresion de CXCES v alta de
CXCR4 (Fig. 16). La expresion de CXCR4 en los PLACP les permite migrar hacia la pulpa
roja del bazo o a médola dsea, en donde terminarian su diferenciacion, siguendo el
tropismo del receptor por CXCL12 [243], Claramente, hay varias diferencias fenotipicas
entre los LiB v los PL/ACP que involucran mas que la expresion de PDL1 v que pueden
explicar el por qué, a pezar de que los LiB estimulados in vitro expresan PDL1, no cumplen

una funcion supresora,

4.7] Localizacion EF de las CP PDL1"*

Las CP difieren en su vida media, localizacion v la cahidad v cantrdad de Acs que
secretan [1]. Asi, la respuesta EF constituye una rula de diferenciacidn mds ripida,
relativamente menos controlada, que leva al desarmollo de CF de corta vida que producen
Acs de baja afimidad. Por otro lado, la respuesta de CG genera CP que persisten durante
largos periodos de tiempo vy que sccretan Acs de afta afinidad y de un isotipo mas
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especifico para el patogeno ivvasor [%)]. El mantenimiento de las CP de corta vida parece
depender de [a existencia de un proceso inflamatorio [91] mientras que las CP de larga vida
sobreviven en condiciones no-inflamatorias en la médula dsea. De hecho, las CP de larga
vida son quiescentes, y persisten en el tempo y producen Acs atin en ausenda de Ag [92,
93]. En nuestro modelo de infeccion experimental con 7. omezi observamos que las CP
FDLI" aparecen muy temprano y muestran ubicacion EF (Fig. 9 y 16), por lo que
postulamos que las CP PDLL* son de vida media corta [)]. En la Fig. 16 se pucde
observar que las CP se ubican prdximas a los LiT. Es posible que las CP generadas, en
estrecho contacte con los LiT, ejerzan un papel regulador de la inmunidad a través de
FDLL.

Datos recientes obtenidos en nuestro laboratorio muestran que CP de medula dsea,
generadas por la mmunizacidn con un antigeno T-dependiente (en este caso son CP
generadas a partir de CG), mostraron un bajo nivel o on nivel medio de expresion de PDLI
(datos no mostrados). Esto sugiere que diferentes poblaciones de CP, con diferente nivel de
expresion de PDL1, tenddan diferentes capacidades regulatonas, Asi las CP de conta vida,
que son sostenidas por la inflamacién, pueden regular un proceso inflamatorio, mientras
que CP de larga vida cuya funcidn principal es mantener la memona inmunoldgica
humoral v la produccion de Acs por muchos afios no cumplirian tal funcidén, A partir de los
resultados obtenidos en esta tesis surgen nuevos objetivos como el de identificar las
caracteristicas v funciones de diferentes poblaciones de CF; determinar si las CF con
funcidn regulatoria tienen la misma capacidad de secretar Acs que agquellas que no lo
hacen; determinar la vida media de las CP regulatorias, ya que si viven muche tiempo
como las CP de larga vida serian deletéreas para el hospedador; identificar caracteristicas
fenotipicas ¥ factores de transcripciom que permitan diferenciar las diferentes poblaciones
de CP y por altimo evaluar la presencia de estos tipos celulares en diferentes patologias
autoinmunes y cancer, particularmente en humanos. Los resultados obtenidos en esta tesis
asi como la respuesta a los nuevos objetivos, que se plantean a partir de ella, serin de gran
utilidad para el comocimiento en inmunologia basica y aplicada, Estos enfogues nos
ayudarin a comprender mejor el funcionamiento normal del sistema inmunologico, asi
como poner én relieve nuevos blancos de intervencion terapéutica para amortiguar la

TESPUESE INTTIInE.

111



CONCLUSIONES

o ——— ———— i ———— o o o o W e mwwe G SRS s s




R N N N SN N N NN NN N N W BN NN S G BN N R N N O N SN A B B S S B R S S s S S e

® [.os ratones deficientes en LiB maduros infectados con T, cruzd presentan una
prematura mortalidad en comparacion a ratones WT infectados. Esto mndica que los LiB

2011 Necesarios para sobrevivir a la infeccidn con T, eruar.

® [ .os ratones deficientes en LiB maduros son capaces de controlar la replicacion
del T owzi pere sucumben a la infeccion. Esto sugiere que mi la respuesta inmune
dependiente de LiB ni la respuesta de Acs son imprescindibles para contener la replicacion

parasitania pero estarian involucradas en el control de la inflamacion.

® [0z ratones muMT infectados con T oz, en comparacion a ratones 'WT
infectados, presentaron un aumento significativo en la concentracion plasmatica de [FMy v
THF, sugiriendo que en ausencia de LiB la infeccidn produce una exacerbacidn de la
respuesta inmune pro-inflamatoria. Es decir que, en la infeccidn con T ows, los LiB v/o

los PL/CP ejercerian una funcidm regulatoria.

® [os ratones mfectados, deficientes en LiB, presentan alteraciones clinicas v
bipquimicas asociadas a elevados niveles de TNF en plasma, v una comrelacion entre la
concentracidm de TNF v su mortalidad. El blogqueo de TNF promuéve una recupéracidn
micial en el peso corporal, pero una mortandad por eéxacerbacion de la respuesta pro-
mflamatoria a tiempos tardios.

#®  Ratones mubT infectados presentan LiT CD4° con perfil mflamatono, lo cual
sugiere que los LiB son capaces Jde regular 1a poblacion de LiT CD4” én la infeccidn con T.
cruzi. Log LiT CD4'* gson la mayoria de las células productoras de TNF. La transferencia de
LiT CIM° de ratones muldT 3 ratones WT infectados modificd €l perfil de los LiT de
ratones receptores, lo que indica que los LiT CD4" que se inducen en ausencia de LiB
influyen sobre otras poblaciones de LiT CD4” favoreciendo un perfil pro-inflamatorio.

® [os LiB v PL/CP de los ratones infectados secretan diversas citoquinas, tales
como IL10, TGFS ¢ IL6, v expresan moléculas con funcion inhibitoria como PDLI y

PDL2, Ias cuales aumentan su éxpresion con ¢l transcurso de la infeecion.

® JTos LiB generados durante la infeccion fuerom capaces de regular oflulas
productoras de TNF in vitro a través de un mecanismo dependiente de contacto celular. Los
PL/CF generadas durante la infeccion son capaces de regular células secretantes de TNF e

IFMy fn vitro presentes en esplenocitos de ratones infectados.
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® La via PD1/PDLI esta involucrada en la regulacion, in witro, de las células

secretantes de TNF e IFNy en la infeccion con T, erei,

® PDL2 no participa en la regulacion, i wire, de células secretantes de TNF o de

IFMNy presentes en animales infectados con T orucd,

® [ sefalizacion via el recepror para TL1D regula, & wive, células secretantes de

THNF en la mfeceton con T omzi.

® Enlainfeccioncon T, ot se generan PLACP en focos EF que expresan CD Le,
FIDL1 y otros receptores asociados a funciones regulatorias como PDL2 y CD39,

® La expresion de PDLI se induce i witro en los LiB a través de estimulos como
ligandos de Toll, el 7. erxi e IFNy. FL/CP generados tanto im wiro como i vivo

presentaron la mayor expresion de FDLI.

®  FEl zolo aumento en la exprezion de PDL1 no garantiza una funcién regulatornia
en LiB o FL/CP. LiB o FL/CP FDL1" generados i wiro Favorecieron la secrecion de TNF
e IFHy. En estas condiciones experimentales los LiB parecen tener mas una funcidn
presentadora de Ag gue una funcién supresora. Los LiB y PL/CP de los ratones infectados
gue ¢jercen una funciGn repulatoria tienen un fenotipo particular, que no es expresado por
sus equivalentes obtenidos in vitro. Los PL/ACP de los ratones imfectados expresan menos
niveles de MHCII, v mavores niveles de PDL1 vy CID39 que LiB estimulados in wiso,

® Los resultados analizados en conjunto muestran que las células secretantes de
Acs, mas alla de cumplir esta funcion, son capaces de regular una respuesta inflamatoria.
Dilucidar si los PL/CP que gjercen funcion regulatoria tienen fa misma capacidad de
producir Acs que aguellas que no lo hacen y si esta funcion esta circunscripta a PL/ACP de

corta o larga vida es motivo de futuras investigaciones,
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6.1] Animales de Experimentacion

Para los experimentos realizados en este trabajo de tesis se utilizaron ratones machos

WT o genéticamente modificados que a continuacion se detallan:

» Ratones CSTBL/8, provenientes de la Universidad Nacional de La Plata v

endocriados en €l Bioterio del Departamento de Bioguimica Clinica de la Facultad de
Ciencias Quimicas, UNC/CIBICI-CONICET.

» Ratones muMT (B6.12952-Ighmim [ Cgn/J), provenientes del Bioterio del Seattle
Children’s FReseach Institute (Seattle, EEUU) v endocrados en el Bioterio del
Departamento de Bioguimica Climica de 1a Facultad de Ciencias Quimicas, UNC, CIBICT-
CONICET, 5on ratones mutantes que carecen de LiB maduros ¥ tienen ¢l background
genético C57BL/6. El defecto genético lleva a una falta de expresion de IgM en la
membrana celular. Estos ratones originalmente fueron donados por Klaus Rajewsky a The
Jackson Laboratories.

» Ratomes TLRIKO (B6. [129-Tie2tmlKir/]), feron adguindos en The Jackson
Laboratories (EEUL} v endocriados en el Bioterio del Departamento de Bioguimica
Clinica de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC, CIBICI-CONICET. Los ratones
fueron generados por una mutacion dingida la cual impide la expresion de la proteina
TLE2 v tienen el background pendtico C5TBL/6. Los ratones fueron cedidos a The
Jackson Laboratories por Carsten J. Kirschning (Technical University of Munich).

» Ratones TLR4KO (CS7TBLS10ScNI), fueron adquiridos em The Jackson
Laboratories (EEUL v endocriados én el Bioteno del Departamento de Bioguimica
Clinica de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC, CIBICI-COMICET. Los ratones
poscen una mutacion espontanca que los lleva a dar una respuesta defectuosa a la

estimulacion con LPS y tienen un background genético C37BL/10.

» Ratones TNFREKO (TMNFEp55 /), fueron provistos por la Dra. M Silvia di Genaro
{LUNSL) v endocriados en el Bioterio del Departamento de Bioguimica Clinica de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UNC, CIBICI-CONICET. Los ratones s¢ generaron por
mutacion dirigida que afecta la expresion de la proteina p55 del receptor para TNF ¥ en
consecuencia la via de sedalizacion del receptor de THNF.
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* Ratones WT CD45.1 (B6.SJL-Ptprea Pepch/Boy]) fueron adquiridos en The
Jackson Laboratories (EEULD). Estos ratones tienen el backgrownd genética C3TBL/6 pero
sus células hematopoyéticas expresan CD45.1 ¥ pueden trazarse mediante €] uso de Acs
especificos.  Las celulas de estos ratones son completamente funcionales v s

comportamiento es comparable al de los animales WT,

En este trabajo de tesis se utilizaron principalmente ratones machos de 7-9 semanas
de edad, criados en un ciclo de vz v oscuridad de 12 b Los amimales, como se menciona
arriba, se mantuvieron en el Bioterio del CIBICI-CONICET #l cual posee el nimero de
aprobacidn del Instituto Macional de Salud de los Estados Unidos (Natoma! festitees of
Health-USA, NIy AS802-01. Para su cuidado, se siguieron las recomendaciones de la guia
para ¢l cwdado y uso de animales de experimentacion, publicada por el Consejo
Canadiense de Proteccion de los Animales y aprobada por el comité de ética de la Facultad
de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cordoba (resolucion HCD 274709 vy
9E1/13), Todos los experimentos se Hevaron a cabo bajo estricta conformidad con las
recomendaciones de la guia para el cuidado v veo de animales de [aboratorio del NIH. En

¢l presente trabajo de tesis se sacrilicaron alrededor de 650 ratones en total.

6.2] Reactivos

6.2.1] Reactivos Quimicos empleados en cultivos celulares y otras metodologias

Los medios de cultive RPMI 1640 v Drlbecco's Modified Eaple Medium (DMEM), la
solucion tampén o Bufer Fosfato (PES) pH 7.4, la L-glutamina (Glutamax), el dcido
eticldiamimnotetraacético (EDTA) provienen de Life Technologies (Remno Unido). El Suero
Boving Fetal (SBF) fue adquinda a Natocor (Argentina). La pentarmicna utibzada fue
adquirida a FABRA (Grand Island, EEULU).

El agua DNA wltrapure, el buffer Tris-EDTA pH=8 v el TRIzol fueron adguindos en
Molecular Probes, Invitrogen (LISA).

El buffer para lisar globulos rojos (Tns-cloruro de amonio), el Percoll, ¢l azul de
tripdn, la albimina sérica bovina, el forbol miristrato acetato (PMA), la ionomicina, el
CpG-0ODN v el LPS se adquirieron a Sigma-Aldrich Chemical Co (EEULD

La heparina libre de aditivos de 5.000 U/mL fue provista por UENFAR (Alemania).
Por otro lado, la Bréfeldina, monensina v el kit de Bulfers "“Foxpd 7 Transorplion Faclor
Staiming Buffer Set" empleados se obtuvieron de eBicsciences (EEULT), El fijador histoldgico
fue adquirido en BioPure Diagnostic (Argentina). Los Kits para la determinacion de ALT v

glucosa fiueron adquiridos en Wiener (Argentina), mientras que 10s reactivos de Bradford v
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¢l Tween-20 se compraron en BioRad (EEUU). La empresa BD Biosciences (EEUU) nos
proveyo TMB, los buffers CytoFix/ CytoPerm, Permd Wash vy GolgiStop.

El acido sulfiarico, €l etanol, €l cloroformo, el metanol, la hematoxilina, la eosina
utilizados, fueron de las marcas Cicarelli (Argentina), Taurus (Argentina) v J.T Backer
Chemicals (EEULTY; otros reactivos como cloruro de amonio, Trs, fosfato de sodio,
clomrn de sodio, carbonato de sodio, glucoza fueron de marca Anedra (Mueva Zelanda).

Finalmente, los reactivos de biologia molecular utilizados para la PCR en tiempo

real se adquireron en la empresa Applied Biogystem (EELTLT)L

6.2.2] Acs para Citometria de Flujo

Los experimentos desarrollados en el presente trabajo de tesis involucraron Acs

conjugados a fluorocromos que se detallan a continpacion,

Especificidad Clon Fluorocromos / Biotina (*) Marca Comercial
CcDig eBinlD3 FITC, APCeFluor T80 eBioscience
~ B220 | RA36B2 | FITC,PE,APC,PerCP | cBioscience
CD138 EEI 2 Bmtln. AFC BD Bioscience
FAS JUE PE, Biotin B Bioscience
GL7 GL7 Alexa Fluor 647 _eBioscience
CD5 313 ET TC B Bioscience
CDid 1Bl P::CPE‘}'E 3 eBioscience
CD3 145-2C11 FITC, PerCPCy3.5 eBinscience
CD4 GELS5 APCeFluor780 eBioscience
CD3 33-6.7 PeCy7, PerCPCy3.5 eBioscience
- LysG | 1A8 PECy7 Biolegend
Ly6C HK14 Biotin ¢ APE  eBioscience
CDI1lc N4IE FITC Biolegend
PDI RMP1-30 PE, PECy7 | Biolegend, cBioscience
PDL1 MIH3 FE eBioscience
PDL2 TY¥25 I_".E eBioscience
CTLA4 UCID-4B9 PE eBioscience
CD45.1 AZD Alexa Fluor 750, APCy7 BD Bioscience
CD45.1 14 Per(CPCLya.3, B Bioscience
LAFP1 TW7-16B4 FE. AF‘C Ew]:g:nd
Foxp3 FIK-16s _P'E . eBioscience
Thet 4B10 Alexa Flucr 647 Biolegend
IL10 JESS-16E3 | PE, APC eBioscience
117 TC11-18H10 PE ED Emmmm:
TNF MPs-XT22 APC, PE, PerCF BD Bioscience
IL6 MP3-20F3  PE, APC Biolegend
IFNy XMGL2 _ FE, APC . BD Biosciences
Strrp«tawdm - PerCPCy5.5, APC.FE | eBioscience
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(*) APC: Alloficocianina; FITC: [sotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritrina;
PECxy7: Ficoeritrina conjugada con cianina; PerCP: Proteina clorofila  peridinina;

PerlCPCY3.5: Proteina clorofila peridinina conjugada con cianina.

6.2.3] Acs neutralizantes de actividad biolbgica o de proteinas involucradas en
sefializacion

Urilizados on ensayvos In vitro
v Ac bloqueante anti [LIOR (Purhed Rat Ang-Mouse CD210, Clon 1B1,3a,
Biolegend).

= Ac blogqueante anti PDIL I (Purified Anti-Mouse 274, Cloa MIHS, eBioscience)

= Ac bloqueante anti P11 (Purified Anti-Mouse 279, Clon J43, eBioscience)

* Ac blogueante anti PIDL2 (Purified Anti-Mouse CD273, Clon TY 25 eBioscience)
* Control de Isotipo Rat [glila, kappa clon: eBR2a, eBioscience

* Control de isotipp Armenian Hamster [gG clon: eBio299Arm, eBioscience

® [l de rata, utthzado como control de 1sotpo, Adguindo en Jackson Immuno
Research (EELILT).

Utilizados en ensayos T wive
= Ac anti TNF: Antisuero de rata Ipl especifico para TNF de raton (clon XT3.11)
provisto por BioXCell.

=[g(5] de raa, utilizado como contmol de isotipo. Adguinido en Jackson Immuno
Research (EEULT,

s Ac IgG2a de rata; El Ac IgG2a de rata (control) fue adguirido en Jackson
ImmunoResearch (EEULT.

6.2.4] Lineas Celulares

Linea celular de fibroblastos WIH3T3 (NIH). Esta linea celular se establecid
originalmente a partir de oflulas de [Obroblastos de embriones de raton, que fueron
cultivadas de acuerdo a un protocolo Hamade “profocolo 3T37. Las células de fibroblasios
eran transteridos (la "1™) cada 3 dias (el pnmer "37), ¥ se inoculaban a una densidad de 3 x
10" oflulas por placa de 20 cm® (el segundo "3") de forma continua. Las células
inmortalizadas espontdneamente con una tase de crecimiento estable se establecieron

despues de 20-30 generaciones en cultivo, v se denominaron células “3T3".
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6.2.5] Antigenos del T. cruzi (AgTpY)

El AgTpY fue obtenido a partir de tripomastigotes vivos cepa Y -br, los cuales a su
vez fueron obtenidos a pardr del cultivo celular en células WIH3ITI (el protocolo de
obhtencion de parisitos se describe mas adelante), Los tripomastigotes fueron lavados dos
veces en PBS {(Giboo), con una velocidad de centrifugacidon de 4400rpm durante 20
minutos (min) ¥ resuspendidos en 200-500u]l de PBS esténl. La suspension fue sonicada
durante 10min, en agua destilada a 4°C, Luego se procedio a separar la solucidon en
alicuotas, las cuales fueron almacenadas en freezer de -20°C hasta su uso. Cercano al
tiempo de utilizacion de las alicuotas, se procede a su descongelamiento para cuantificar
proteinas. La concentracidn de proteinas de la muestra fue estimada por el método de
Bradford [245] utlizando el reactivo BioFad Protein Aszay. Albumina sérica bowvina fe
utilizada como estindar

6.2.6] Reactivos de ELISA

Los reactivos para la determinacion de citoquinas IFNvy, IL12pd0d, IL6 e TIL17A
fueron provistos por eBiosciences (EEUTU). Los kits para la determinacidn de IL10 y TNF
fueron adguindos en Biolegend. El kit para la determinacion de TGFP fue provisto por
Invitrogen, v el kit para la determinacion de ILIb [ue de BD Biosciences. Todos los kits
inclayeron; Acs de captura, citoquinas recombinantes, Acs biotinilados, y estreptavidina
conjugada con peroxidasa. Las placas utilizadas para el ensavo fueron placas Costar hiph
hinding half area de 1a empresa Fisher scientific (EEULT.

6.2.7] Acs adosados a Perlas magnéticas y columnas para separacién magnética
de células

Los kits comerciales para purificacién de células con Acs adosados a perlas
magnéticas, Anti CD43 (Lyd8) MicroBeads y Anti-CD4 (L3T4) MicroBeads Ffueron
provistos por la empresa Miltenyi Biotec (EEUU), al igwal que las columnas LS, el
magneto v los adaptadores.

6.3] Parasitos e Infeccion

6.3.1] Mantenimiento y obtencion de tripomastigotes de T. cruzi, cepa Y-br

Los tipomastigotes de [a cepa Y-Br foeron obtenidos a partir de cultivos de la linea
celular NIH3T3. 5.1(F células NTH3T3, fueron cultivadas durante una noche 2 37°C cn un
Flask T25 (dia 1}, Al dia siguicnte las células, en una confluencia del 40-50%, fueron
infectadas com 1,7.10° tripomastigotes (dia 2) v cultivadas ofras 48 h a 37°C. Al dia 4, el
medio de cultivo fue cambiado y las célelas fueron colocadas a 34°C, con [a tapa del fask

cerrada para evitar el intercambio gaseoso, Al dia 6-7 el sobrenadante fue recolectado, se
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centrifugd Smin a 500rpm, v el sobrenadante obtenido (contentendo a los parasitos) fue
recuperado. La operacion fue repetida para desechar debns celular y amastigotes.
Posteriormente este mismo sobrenadante fue centrifugado 20min a 4400mpm, tras 1o cual
los parasitos se depositan en el fondo del tubo. El sobrenadante fue descartado y el pellet
obtenido fue lavado con 1% de glucosa en PBS a 37°C v centrifugado 20min a 43400rpm.
Finalmente los parasitos foeron resuspendidos en 1% de glucosa en PBS v contados en
camara de Meubaver. Los pardsitos asi recuperados se ulilizaron ranto para continuar oiro

ciclo de infeccion de las células NTH3T3, como para infectar ratones

6.3.2] Infecciém experimental con T. cruzi cepa Y-br

Ratones CSTBL/6 WT o genéticamente modificados, fueron infectados por via
intraperitoneal {ip.) con 10.000 tripomastigotes de la cepa Y-br suspendidos en 200ul. de
1% glucosa en PBS. La dosis de parasito fue seleccionada de forma tal que 1a parasitemia
alcanzada fuera mixima, permitiendo que los ratones WT sobrevivan la etapa aguda de
infeccion y progresen a la cronicidad [246]. Sepin el caso, los animales fucron sacrificados
a distintos tiempos de infeccion para realizar estudios en distintos organos, o bien se
controlaron periddicamente a fines de establecer su sobrevida, peso corporal y progresion a
la infeccion. Ratones no infectados, invectados con PBS, fueron procesados en paralelo y

utilizados como control en muchos de los experimentos, segim se indica en cada caso.

6.3.3] Determinaciin de la parasitemia

La parasitemia fue medida por recuento de tripomastigotes viables en una camam de
MNeubauer, Para ello, 1a sangre heparinizada de ratones infectados fue incubada con una
solucion (L,87% de clorure de amonio (proporcion 110 o 1/20) para lisar los globulos
rojos. La suspensiom obtenida fue cargada en la camara de Neuvbauer y los parasiios
moviles fueron contados en 4 cuadrantes. El nimero obtenido fue referido a la dilucion

realizada y multiplicada por 10 v por 1000 para exprezar ¢l valor/ml de sangre.

6.3.4] Monitoreo de la infeccién aguda

Los controles de sobrevida v del estado general de los ratones infectados foeron
realizados peneralmente cada 48Bh v cada 24h en tiempos cercanos al pico de parasitemia
(dia 9pi). Segin las normas de cuidado de animales, los ratones que mostraron una pérdida

del peso corporal de mas del 25% del peso original fueton sacrificados.
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6.4] Tratamientos in vive

6.4.1] Tratamiento con Ac neutralizante de la actividad biologica de TNF

La citoquina TMNF fue neutralizada ér wivo mediante la inyeccion intraperitoneal de
un Ac anti-TNF de rata (clon XT3.11 — BioXCell} siguiendo el siguiente esquema por
ratin: 0,5mg los dias 13 y 16pi; 0,75mg los dias 20 y 23pi; 1mg los dias 27 y 30pi, Este
tratamignto se comenzd ¢ dia 13pi para permitir el efecto temprano de TNF, protector de
la infeccidn, y asi evitar una monalidad temprana por imposibilidad de controlar los
pardsitos. Las dosis de anti-TNF fueron administradas de manera creciente, ya que se
observd un mcremento de THF en plasma em amimales tratados con este Ac en
experimentos iniciales. Como control, ratones infectados fueron imvectados con el mismo
esquema con [gr de rata (Jackson ImmunoResearch). Los Acs myectados fueron diluidos
en 200ul. finales de PBS estéril (GIBCO).

6.4.2] Transferencia adoptiva de LiT CD4*

LiT €D4" fueron purificados por seleccion positiva utilizando el kit de purificacién
para LiT CDd de Miltenyi, de acuerda a las indicaciones del fabricante, Los LiT CD4* e
obtuvieron de bazos de ratones WT (CD45.2) o muMT a los § o 9 dias pi segin el caso (se
indica en la leyenda correspondiente en la Fig ). La purcza de la poblacion celular obtenida
fue determinada por citometria de flujo utilizando Acs especificos para CD3 y CD4. Se

trabajo con purezas entre 93 v 95%.

Los LiT €M™ esplénicos obtenidos fueron contados en una camara de Neubauer y
luego resuspendidos en PBS estéril, Posteriormente fueron centrifugados a 1800rpm
durante Smin, v nuevamente resuspendidos en PBS estéril, generando una suspension de
310" células cada 100ul de PBS. A cada ratdn receptor WT (CD45.1) se le inyectd un

violumen de [DuL por via éendovenosa a traves del seno retro orbital,

6.5] Muestras de sangre y plasma

6.5.1] Sangre
La sangre de ratones infectados, obtenida a diferentes tiempos de infeccion, v

controles no infectados, fue recolectada de dos maneras diferentes:

i) A partir del seno venoso rétro-orbital utilizando pipetas Fasteur de vidrio
heparinizadas (con 10uL de heparina). Luego la sangre fue depositada en tubos tipo
“eppendor™.
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2] A partir de la vena de la cola, efectuando un corte en su porcién terminal,

Esta sangre sc recolecto en tubos tipo “eppendorf™ que contenianiQuL. de heparina.

El protocolo de sangrado fue elegido de acuerdo a cada situacion experimental en
particular, En caso de que el experimento requiriera que 10s ratones tuvieran su séno rétro-
orbital en perfectas condiciones, como es el caso de experimentos de transferencia adoptiva
de ceélulas, se procedid a la obtencidn de muestras de sangre desde la vena de la cola. En

ciertos casos el protocolo de sangrado fue mixto, vtilizando ambos protocolos.

6.5.2] Plasma

La sanpre recolectada en los tubos de tupo “eppendorf™ fue centrifugada dorante
dmin a 3000 rpm v a continuacion €l plasma fue separado. Las muestras de plasma fueron
colocadas en un nuevo wbo “eppendorf™ v conservadas en un freezer de -80°C hasta su
anilisis {determinaciones de citoguinas, glucosa o transaminasas hepaticas). Cabe sefalar
gue las muestras de plasma obtenidas para determinar IL10, fueron procesadas en fresco, al

momento de su obtencion.

6.6] Obtencion de Suspensiones celulares provenientes de

diferentes drganos

6.6.1] Células de bazo

Una wvez sacrificados los animales, sus diferentes drganos (bazo, ganglios linfaticos
inguinales ¢ higado) fueron extraidos en condiciones de esterilidad. Los bazos fueron
colocados sobre mallas metilicas de acero inoxidable alojadas dentro de capsulas de Petri
de 30mm conteniendo 3mL de PBS (GIBCO) al 2%SEF, Los organos fueron disgregados
mecinicamente  wtilizando émbolos estériles. La suspension celular obtenida  fue
centrifugada ¥ el pellet se tratd por Smin con 2 ml de buffer de hisis (Lysing Buffer, Sigma)
para producir 1a lisis de los globulos rojos. Luego las oflulas fueron centrifugadas a 2000
rpm por Smin y lavadas 2 veces con solucion fsioldgica-SBF 2%. Finalmente las células se
resuspendieron en PRS-SBF 2% v se mantuvieron en hielo hasta su uso. La cantidad de
leucocitos viables se determing contando, en cimara de Neubauer, una dilucion de las

celulas en el colorante vital Azul de Topan (GIBCOY

6.6.1] Células de Higado

Al igual que las células de bazo, los higados fueron disgregados en mallas metalicas
de acero inoxidables con la wtilizacion de émbolos. La suspension celular obtenida fue
centrifugada por Smin a 1800rpm v luego sometida a un gradiente de densidad de Percoll
{Sigma) para la obtencion de oflulas mononucleares. Para ello, el precipitado celular fue
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resuspendido en una solucidm de Percoll 35% (en RPMI) v colocado sobre una solucidn de
Percoll 65% (en PBS Estéril), formando dos capas. Luego se procedio a la centrifugacion
del gradiente durante 25min a 600G a 25°C. Cabe destacar que se configurd la centrifuga
sin aceleracion y sin freno. Utlilizando una pipeta Pasteur plastica estéril se retird la capa
correspondiente a hepatocitos (capa mads superficial), ¥ con una nueva pipeta se obtuvo la
capa de leucocitos infiltrantes de higado, localizada entre las capas de Percoll 35% y Percoll
65%:; falmente distinguibles por la diferencia de color. Los leucocitos fueron colocados en
un nuevo tubo v lavados, una vez, con 10mL de PBS-2%SBF v centrifugados a 1800rpm

durante Smin,

Al igual que en bazo, los glébulos rojos fueron lisados con 1 ml de buffer de lisis v
posteriormente ¢l pellet de células obtenido fue lavado dos veces. Por dldmo, los leucocitos
fueron resuspendidos en ImlL de PBS-5BF2% v conservados en hielo hasta su utilizacion,
La cantidad de leucocitos viables se determind conrando, en camara de MNeubauer, una
dilucidn de las oflulas en el colorante vital Azul de Tripan (GIBCO).

6.6.1] Células de Ganglios Linfaticos Inguinales

Los ganglios linfaticos inguinales, al igual que los tejidos arriba mencionados, se
colocaron sobre mallas metalicas de acero inoxidable en cipsulas de Petri de 30mm
contenuende ImL de PBS-2%SBF. Las células fueron obtenidas siguiendo el mismo

proftocolo que para células esplénicas.

6.7] Cultivos celulares

6.7.1] Cultives primarios

Para cultive celular, las suspensiones celulares fueron centrifugadas v resuspendidas
en RMFPI completo (EPMI al 10% de SBF, 2mbM de L-glutamina, v 40up/ml de
gentamicina), Segin las particularidades de cada experimento, las células se cultivaron a lo
large de un numero variable de tiempo, en medio 0lo 0 en presencia de distintos

estimulos. Los cultivos se hicieron a una atmodsfera constante de 3% de CO2 v 37 °C.

» Extimulacien de oflulos para o deierminacion de oftoquimas imtracelulares{ LAP]

Las células (5x10°/mL) fueron cultivadas en placas de 96 reservorios con fondo en
U, durante 5h, con PMA (50ng/mL, Sigma); lonomicina (500ng/mL, Sigma), Brefeldina
A (171000, eBiosciences) o monensmna (11000, eBiosciences), Posteriormente fueron
récuperadas e incubadas con Acs contra diferentes citoquinas (ver esquema de marcacidn
mas adelante),
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= Ensayos de deplecidn celular con Acs adosados a perlas magnéticas

Células de bazo de ratones con 13 dias de infeccién fueron obtenidas, Se procedio a
la purificaciom de LiB por medio de un kit que utiliza Acs adosados a perlas magnéticas.
Estos Acs son especificos para CD43, y dado que esta molécula no se expresa en los LiB,
pero si en el resto de las poblaciones celulares, s¢ obtuvo por seleccidn negativa la fraccion
celular correspondiente a los LiB. Por otra parte, por seleccién positiva, se procedia a la
purificacion de la fraccidn NoB, es decir, todas las células presentes en los esplenocitos a
excepcidn de los LiB, El protocolo wtilizado foe ¢l descripto por el fabricante (Miltenyi
Biotec), La pureza de la poblacion de LiB obtenida y la contammacion de la fraccion NoB
fire determinada por citometria de fluje utilizando Acs anti- B220 v CD12 para identificar
LiB. Poblaciones de LiB con pureza mayor al 80%, ¥ fracciones MoB con contaminaciones
menores al 10% fueron wtilizadas. La wviabilidad fee mayor al 95% determinada por

exclusion con Azul de Tripan.

Las poblaciones celulares obtenidas fueron cultivadas en RPMI completo, colocando
2.5x10° celulas NoB, 25x10° LiB, o en el co-culivo 2 5x10° NoB + 2,5x10° LiB, por
reservorio, en upa placa de 96 reservorios con fonde chato, Las células fueron cultivadas
con medio solo o con AgTpY (Sug/mL), en presencia de Acs anti-PDL1 (5pg/mL) o de un
Ac control (SugsmL). Con el fin de evitar el contacto entre células, algunos cultivos fueron
realizados wfilizando un ranswell {membrana Anopore, con poros de 0.2um, Thermo
Scientific Nunc), en donde los LiB fueron colocados dentro del transwell v 1a poblacion de
células NoB en el reservorio de la placa. Luego de 48h de cultivo, las citoquinas presentes
en los sobrenadantes de cultivo fueron cuantificadas por ELTSA.

* Ensayos de deplecion celular por "Cell-Sorting™

Células de bazo de rabones, con 13 dias de infeccidn, fueron obtenidas e incubadas
con Acs dirigidos contra proteinas de la superficie de LiB marcadas con fluorocromos.
Posteriormente 1as célulaz fueron adquiridas en un "Cell sormer” ¥ fueron desprovistas de
diferentes tipos celulares utilizando distintas estrategias de gate. Asi, se obtuvieron

poblaciones celulares sin LiB, sin CP, sin células PDL1Y o PDL1M™,

Luego del “sort™, en las poblaciones obtenidas se determind el porcentaje de células
HoB haciendo un andlisis de la poblacion CDI19B2200CT 38 Luego del recuento del toral
de Ia poblacion obtenida, se determind el nimero de células NoB, v se realizd la dilucidn
en RPMI completo, de tal forma de colocar 2.5x10F células NoB por reservoria, en una

placa de 96 regervorios con fondo en 1,

Las poblaciones celulares obtenidas feeronm cultivadas en RPMI completo con

AgTpY (Sug/mL), ¥ en presencia de Acs anti-PDLI1, o ant-PD)1, o anti- PIDL.2, 0 anti-
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[LIOE (3pg/mL) v sus correspondientes Acs controles (Sug/mL). Luego de 48h de cultive,

las citoquinas presentes en los sobrenadantes de cultivo fueron cuantificadas por ELISA.

= Cultive de LiB frente o diferentes estimulos y postertor evaluacidn de la expresion de
FDLI

LiB esplénicos fueron obtenidos, como describimos arriba, por seleccion negativa
ufilizando Acs anti-CI043 asociados a perlas magnéticas. Se trabajd con una pureza de la
poblacion de alrededor de %3%. Los LiB fueron resuspendidos en RPMI completo, de tal
forma de colocar 1x10° LiB por reservorio en una placa de 96 reservorios con fondoen Uy
cultivados con LPS (Spg/mL), CpG-ODN (1ug/mL), AgTpY (Sug/mL), tripomastigotes
vivaos de T orusl cepa Y-br en proporcion 111 con los LiB, IFNy (30ng/mL), THMNF
(100ng/mL), TGFP (I0ng/mL). Los LiB cultivados en auséntia o presencia de estimulo
durante 24 o 72h, segin s¢ indica en la leyenda de la Figura comrespondiente fueron
traspasados a los tubos de citometra. All, los LiB fueron lavados con 3mL de PBS-
2%SBF, centrifugados Smin a 1800mpm v tefiidos con anti-CD 9, B220, CDI38, v PDLI

marcados con fluorocromo v analizados por citometria de fujo.

* Ensayos de activacion y diferenciacidn de LiB
LiB provenientes de esplenocitos de ratones WT no infectados fueron purificados por
seleccion negativa con anti-CD43 asociade a perlas magnéticas, como previamente

mencionamaos. Se trabajo con LiB con una pureza de alrededor del 93%.

Los LiB fueron resuspendidos en RPMI completo, en una ditucion 5x10°/mL. Para

los diferentes ensavos g€ utilizaron placas de 6 o 12 reservorios.
Los LiE fueron estimulados durante 48h de la siguiente manera:
(1) AgTpY (Sug/mlL)
(2) AgTpY (Spg/mL) + LPS (10pg/mL) + IFNy (50ng/mL)
{3) AgTpY (Sug/mL) + mpomastigotes de T, cruze en proporcion 1:1 con los LiB

Al cabo de las 48h de cultivo, los LiB estimulados fueron transferidos a un tubo de
tpo “falcon” esténl, v lavados con RPMI completo agregando [(mL de BEPMI completo v
centrifugindolos Smin a 1800rpm. Posteriormente las células fueron contadas v sembradas

en una placa de 96 reservorios con fondo en U, a una densidad de 2.5x105 por reservorio.

La fraccidm NoB se purifico a partir de esplenocitos de ratones infectados con 13 de
mteccion y por seleccion positiva utilizando Acs especificos para CD43 unidos a perlas
magnéticas. Las oélulas fueron lavadas y contadas v colocadas a una densidad de 2 5x105

celulas por reservorio, en los reservorios que ya contenian los LiB estimulados, Lucgo de
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48h de cultivo se coantificaron las citoquinas presentes en los sobrenadantes de cultivo por
ELISA.

6.7.2] Cultivo de la Linea celular de fibroblastos NIH3T3

Esta linea celular fue mantenida en cultivo con DMEM suplementado con 109 SBF
(Matocor) ¥ 0,002M de L-glutamina, hasta alcanzar un 85% de confluencia {en estufa a
A7TC v a una atmodsfera de 5% CO2). Para su repique las células fueron incubadas con
Tripsin-EDTA 0,25% (Gibco) durante 3min. Luego, para neutralizar la tripsing v lavar las

celulas, se agregd medio completo,

6.8] Purificacion de poblaciones celulares

5.8.1] Cell sorting

Las suspensioncs de esplenocitos obtenidos segun ¢l procedimiento  descripto
previamente, fueron centrifogadas v lavadas dos veces con MACS buffer (PBS
suplementado con 2mM de EDTA v 0,5% de 5BF y filtrado con filro 0,22um).
Posteriormente, las células fueron contadas con Azul de Tnpan en camara de Neubauer ¥
diluidas a una densidad de 500x10° de células/mL en MACS buffer. Esta suspension
celular fue incubada con Acs especificos para la poblacion de interés, marcados con
fluorocromas, a 4 °C por 20min, Transcumido ese tiempo, las células fueron lavadas 2
veces con MACS buffer, resuspendidas en una dengidad de 5S0x10F células/mL en el mismo
buffer v Altradas con un cell stramer de 0,40um (Falcon Corning Brand, EEULD para evitar
agregados celulares. Las poblaciones de mnterés fueron obtenidas por Ruorescence-activated
cell sorting en un equipo FACSAra Cell Sorter (BD Biosciences). Las cflulas purificadas
fueron recolectadas en fubos esténles conteniendo  1-2 mL de RMPI completo con una
concentracion doble de 5BF v gentamicina (20% v 40pg/mL respectivamente). En todos
lozs casos la pureza de las poblaciones fue mayor al 97%. Tras 2 lavados, las oflulas fueron
resuspendidas en 2mL de BEPMI completo & una concenfracidn doble de gentamicina
(40ugsmL) v colocadas 30min en estufa a 37 °C v 3% de CO2. Transcurrido ese tiempo, se
cuantificaron las cflulas viables contando en camara de Neubauer con el colorante vital
Aczul de Tripdn,

6.8.2] Acs adosados a Perlas magnéticas

Una vez obtenidas las células de bazo segiin procedimientos descriptos previamente
la punficacion de LiB fue realizada por seleccion negativa, utilizando el kit CD43 (Ly48)
(Miltenvi Bioted) siguiendo las instrucciones del fbocante, Los LiT CD<2" [uerom



b N [t o | [
fa T B -1 = Makanoles y Metodos
$ M TlIL IrFaqa SBIE R ) i~

“mi il WL LUIAY —
purificados por seleccion positiva, utilizando el kit Anti-CDd4 (L3T4) (Miltenyi Bioted),

siputendo las instrucciones del fabricante,

6.8.3] Purificacion de poblaciones celulares por seleccién positiva
Para [a punficacion de células por seleccidn positiva realizamos el mismo tipo de
métado descripto en los ensayos de deplecidn celular én witro, como son el cell sorting v 1a

purificacion con Acs adosados a perlas magnéticas.

6.9] Citometria de flujo

6.9.1] Marcacién de superficie

Las distintas poblaciones celulares (5x 106 celulas) fueron incubadas por 20min a 4°C
con diferentes Acs marcados con PE, FITC, APC, PECy7, PerCPCy3,5 o biotina, diluidos
en buffer de lavado (PB5- 5BF 2%) a un volumen fnal de 30ul. Luego, las células fueron
lavadas ¥ una tercera incubacidn de 3min con estreptaviding marcada con flucrocromos
PAPC o PerCPC¥5.5) fue realizada cuando se utthizaron Acs marcados con biotina,
Finalmente, las células fueron resuspendidas en buffer de adguisiciom (FACS Flow, BD
Bioscience), adquiridas en un citometro de flujp FACS Canto [T (BD Biosciences) y

analizadas con el software Flow]o.

6.9.2] Determinacion de moléculas intracelulares por citometria de flujo

» Ciiengrarnas fnfracelnlares

La dererminacion de citoquinas intracelulares se realizd por citometria de flujo luego
del cultivo de 5h (en presencia o ausencia de estimulos) con mhibidores del transporte
vesicular (monensina o brefeldina A). Los estimulos utilizados se especifican en las
levendas de las fipuras ¥ en la secaon "Cultives Celulares”, Transcumidas 5 h de cultivo,
las células fueron lavadas v fjadas v permeabilizadas con los buffers comerciales
Cytofix/Cytoperm ¥ Perm/Wash ({BD Biosciences), sipuiende instrucciones del fabrcante.
La tincidn con los Acs especificos tanto para moléculas de superficie como intracelulares,
se hizo a temperatura ambiente en Perm/Wash, por un periodo de 30min. Tras un dltimo
lavado, [as células se resuspendieron en PBS-5BF 2% v foeron adquiridas en ¢l citbmetro

de Mujo.

* Factores de franscripoion Foxpd y Thet
La determinacion de los factores de transcripeion se realizd también por citometria
de flujo. Luego de procesar los esplenocitos de acuerdo a lo indicado, las oflulas fueron

tefiidas para moleculas de superficie, v luego del dltimo lavado, fueron fijadas v
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permeabilizadas con los buffers comerciales” Foxpd / Tramscription Factor Stainfng Buffer Set"
(eBiosciences), sipuiendo instrucciones del fabricante. La tincidn con los Acs especificos
para factores de transcripcion, se hizo a temperatura ambiente en Perm/Wash, por un
periodo de 40min. Tras un ultima lavado, las células se resuspendieron en PBS-5BF 2% y

fueron adquiridas en el citometro de flujo.

6.10] Determinacién de diferentes proteinas en sobrenadantes de

cultivos, plasma y lisados celulares

8.10.1] Cuantificacion de la actividad de transaminasas hepaticas GPT y
glucosa

La actividad de transaminasas hepiticas en plasma de animales infectados y
normales fue evaluada utiizando el kit Transaminasas 200 (Wiener Lab.), siguiendo
instrucciones del fabricante. e igual modo, la concentracion de glucosa en el plasma de
los grupos experimentales s realizd utilizando el kit Glicemia enzimatica AA (Whiener
Lab.).

6.10.2] Coantificacion de citoquinas por ELISA

La determinacion de citoquinas en sobrenadantes de cultivo o plasmas fue reahizada
utilizando kits de ELISA comerciales, segin especificaciones del fabricante. Brevemente,
placas de 96 pocillos Aigh bimding fueron sensibilizadas a 4°C durante la noche con 25ul. de
una dilucion del Ac de captura en el buffer de sensibilizacidn apropiado para cada analito
{buffer carbonato pH 9,6; buffer fosfato pH 9; o PBS pH 7,2). Postedormente v luego de 3
lavados con PBS-Tween 20 al 0,05%, las placas fueron bloqueadas con 100uls PES al 1084
de SBF durante Zh a temperatura ambiente, en una cimara humeda. Después, el buffer fue
descartado v la placa fue lavada 3 veces con PBES-Tween 20 al 0,05%. Posteriormenie,
25ul. de las muwestras (puras o diluidas) y de diluciones seriadas del testigo fueron
sembradas sobre 1a placa e incubadas durante toda la noche a 4°C, o 2h a temperatura
ambiente, en una camara humeda. Seguidamente, las placas fueron lavadas 5 veces e
mcubadas 1,5h a temperatura ambiente con 25ul de Ac secundano conjugado a biotina
diluide en buffer de blogueo, Posterior a 5 nuevos lavados, 25ul. de estreptavidina
comugada a peroxidasa fueron agregados e mncubados 25min a temperatura ambiente. Las
placas s¢ lavaron 3 veces v s¢ incubaron con 40ul. del reactive de color TMEB [BD
Biosciences), conteniendo el sustrato de la enzima v el cromogeno. Entre 5 v 30min luego
de la incubacidn, la reaccidn se inactivd con dcido sulfiirico 2M v se midid la absorbancia a

450nm en un lector de placas.



Warerales y Métodos

6.10.3] Cuantificacién de proteinas
La concentracion de proteinas del AgTpY se determind por 1a técnica de Bradford,
utilizando el kit Bis-Rad Protein Assay. Se utilizaron diluciones de ASE como testigo,

6.11] Ensayos de biologia molecular

6.11.1] Extraccién de ADN

La extraccion de ADMN de tejido {(bazo, higado, corazon) fue realizada a partir de
secciones de los organos obtenidos de ratones infectados, gue se almacenaron a -80 °C
hasta su procesamiento. El ADN total fue extraido empleando reactive de TRIzol (Life
Technologies) segan instrucciones del fabricante, Brevemente, las muestras fueron
homogeneizadas mecanicamente en ImL de TR1zol, Posteriormente, 0,2mL de cloroformo
fue agregado por cada 1ml de TRIzol, v 1a fase tenol-cloroformo v 1a interfase conteniendo
el ADN fueron conservadas, Tras su precipitacion con 0,3mL etanol al 10086, el ADN fue
lavado dos veces con una solucion de citrato de sodio/etancl (0,1M citrato de sodio en
10% de etanol, pH=8.5) v luego una vez con etanol al 75%. Finalmente, el ADN fue
resuspendido en buffer Trs-EDTA pH=8. Las concentraciones de ADN fueron
determinadas por espectrofotometria, midiendo absorbancia a 260nm en BIO TEK
microplate spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc.).

6.11.2] PCR en tiempo real

La técnica de PCR en iempo real se utilizd para cuantificacion de ADN de T, o,
Los cebadores o primers de secuencia personalizada (Applied Biosystem) especificos para
ADMN sacélite de T emuzd (GenBank AYS20036), fueron disefiados sepln resultados
publicados por Piron y col. [247] ¥ asociados a sondas o prodes tipo TagMan. La cantidad
de ADN de parasito se relativizo a GAPDH, utilizando TagMan Rodew GAPDH contiol
Heagent (Applied Byosystem), Las sondas estuvieron conjugadas a FAM (6
carboxifluoresceina) v utilizaron TMREA (tetrametilrodamina) como colorante guercher. El
secuenciador utilizado fue ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Perkin-Elmer Applied
Biosystem) v el procedimiento respetd las instrucciones del fabricante para ensayos con
sondas probe tipo TagMan. El andlisis de los resultados se realizd con el software StepOne.
Los ciclos umbrales (Ct por sus siglas en inglés, Cwole threshald) fueron definides como el
numers de ciclos requendos para alcanzar un umbral de fluorescencia, arbitrariamente
fijado en etapas, donde el logaritmo de la seftal se aproximaba a una recta (fase de
expansion logaritmica). Se grafico la cantidad relativa del gen target segin la firmula 2ACt
ajustada a umidades relativas, donde ACt ez la relacidn entre el Ct del gen target v el Cr del
gen foesekeeping o control,
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6.12] Estudios histolagicos

Los higados obtenidos de ratones WT o muMT, controles o infectados con T o
obtenidos a diferentes tiempos pi fueron fijados en formaldehido v embebidos en parafina.
Secciones de § um de espesor fueron examinadas por microscopia de luz después de la
tincidn con hematoxiling / eosina. La evalvacion, a doble ciego, de los dafios en el higado
s¢ centrd en tres aspectos principales: la presencia v el tipo de infilirado inflamatorio, la
presencia v extension de dreas necrdticas v degeneracion hialina v presencia de alteraciones
celulares como vacuolizacion, hinchazon, alteraciones nucleares, etc, Las fotografias
fueron tomadas com un microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U equipado con una video

camara digical,

6.13] Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 3.0, Segin el
tipo de comparaciones v el disefio del experimento, se utilizaron los siguientes analisis: T
de Student, ANOVA de una o dos vias seguidos del post test de Bonferront, ATNOWV A de
muestras repetidas, con post test de Bonferroni o de Dunnett, v el test de Gehan-Breslow-

Wilcoxon,
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