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La mayoria de las personas son como una hoja que cae,
...gira a traveés del aire, se agita y golpea el suelo.

Pero hay otros, unos pocos, que son como estrellas,
...Siguen un curso fijo del que ningun viento puede desviarlos.

Hermann Hesse. Siddharta. 1992.
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Resumen

RESUMEN

La severidad de la enfermedad cardiaca en pacientes con enfermedad de Chagas
cronica se asocia con el proceso de agotamiento de las células T. Las alteraciones en
la via IL-7/IL-7R constituyen uno de los mecanismos intrinsecos de agotamiento inmune,
con potenciales consecuencias sobre la proliferacion, diferenciacién y mantenimiento de
los linfocitos T. Luego de la activacion del IL-7R se produce una regulacion diferencial
de sus componentes; mientras que la cadena a especifica (CD127) es regulada
negativamente, la cadena yc (CD132) aumenta su expresion. A través de la activacion
del IL-7R se fosforila el factor de transcripcion STATS5, induciendo luego distintas vias
regulatorias, como la expresion de la molécula de sobrevida Bcl-2 y de la cadena a del
receptor de IL-2 (CD25). En este trabajo, evaluamos si la capacidad de las células T
para secretar IFN-y en respuesta a Trypanosoma cruzi esta asociada con la expresion
y funcionalidad del IL-7R. Las células mononucleares de sangre periférica de pacientes
con enfermedad de Chagas crénica y controles no infectados se examinaron para
detectar las frecuencias de células productoras de IFN-y especificas para T. cruzi,
medidas por ELISPOT, y la expresion y funcionalidad del IL-7R, utilizando citometria de
flujo. También se evaluaron los niveles séricos de IL-7 e IL-7R soluble, asi como también
de otras citocinas que activan STAT5 (como IL-21 e IL-27) y citocinas inflamatorias, que
pueden afectar el funcionamiento del eje IL-7/IL-7R. Los pacientes que presentaban en
circulacion células productoras de IFN-y especificas para T. cruzi (denominados
pacientes productores de IFN-y) mostraron niveles mas altos de células T de memoria
que han modulado la cadena CD127 y una respuesta eficiente a la citocina, comparado
con los pacientes que carecian de células T especificas para el parasito (denominados
pacientes no productores de IFN-y). Los pacientes productores de IFN-y también
mostraron bajos niveles de IL-7R soluble, bajos niveles basales de células T CD25*
activadas y niveles basales de expresion de Bcl-2 comparable a los controles no
infectados. La modulacion del IL-7R se asocié inversamente con los niveles séricos de
IL-6 y positivamente con los niveles séricos de IL-8. Los niveles circulantes de IL-21 e
IL-27 se encontraron disminuidos en formas clinicas menos severas de la enfermedad.
Debido a que se observaron niveles disminuidos de IL-27 principalmente en pacientes
productores de IFN-y en estadios menos severos de la enfermedad y que esta citocina
cumple un rol importante en la funcién de las células T, se evalud la expresion y funcion
del receptor de IL-27 (IL-27R). En pacientes que mostraban menor grado de disfuncion
cardiaca, la expresion del IL-27R fue menor en las células T CD4* y mayor en las células

T CD8*, en comparacion con los individuos no infectados. La fosforilacion de STAT1,
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STAT3y STATS, y la expresion génica de TBX21, GZMB, EOMES y MIG, en respuesta
a la rhiL-27, fueron bajas, especialmente entre los pacientes con disfuncién cardiaca.
La expresion del IL-27R en las células T de memoria y el nivel de fosforilacién de STATs
en respuesta a la citocina se asociaron con la magnitud de la respuesta celular T
especifica para T. cruzi. Cuando se evalud si era posible aumentar la respuesta T
especifica para T. cruzi, el tratamiento in vitro con rhiL-7 o rhiL-27 fue solo eficiente
entre los pacientes productores de IFN-y. Las alteraciones de los ejes IL-7/IL-7R e IL-
27/1L27R se relacionaron con la baja produccién de IFN-y especifica para T. cruzi. Estas
alteraciones podrian ser responsables del proceso de agotamiento inmune observado
en la enfermedad de Chagas crénica, y por lo tanto la pérdida de las células T

especificas de T. cruzi durante la infeccion cronica.
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2.1 Generalidades de la enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana fue originalmente descripta
por Carlos Chagas en 1909 en Minas Geraes, Brasil, en donde se identificé al protozoo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi como agente etiolégico (Chagas C, 1909).
Aproximadamente seis a siete millones de personas se encuentran infectadas por T.
cruzi desde el sur de California a América del Sur y Europa Occidental (Coura JR, 2010;
WHO, 2015). En nuestro pais se estima que habria 7.300.000 personas expuestas,
1.600.000 infectadas y més de 300.000 afectadas por cardiopatias por la infeccién por
T. cruzi (OPS, 2006; Programa Nacional del Chagas, 2015). Debido a los intensos
procesos de migraciones internacionales, la enfermedad de Chagas ha generado
impacto en la salud publica de areas no endémicas, como los Estados Unidos y Europa
occidental (Bern C, 2007; Schmunis GA, 2007; Piron M, 2008). También se han
encontrado evidencias de transmision vectorial en los Estados Unidos (Cantey PT,
2012). Anualmente, se registran aproximadamente 10.000 muertes como consecuencia
de esta enfermedad (WHO, 2018) (Figura A).

Distribucién global de casos de Chagas, segln estimaciones oficiales y
situacion de la transmision vectorial, 2006-2010.

N° estimado de casos
infectados por el
Trypanosoma cruzi.

A

FIGURA A. Distribucion global de casos de Enfermedad de Chagas entre los afios 2006-2010
basado en datos oficiales. Cortesia de: Organizacion Mundial de la Salud. Disponible en:
http://www.who.int/chagas/Global_distribution_Chagas_disease 2006 2010.pdf?ua=1

Un 20-30% de los pacientes infectados con el parasito desarrollan una miocardiopatia
dilatada, la mas importante y severa manifestacién de la infeccién crénica, que se

caracteriza por falla cardiaca, arritmias ventriculares, bloqueo cardiaco, fenémenos



Introduccion

tromboemboliticos y muerte subita; y por megacolon-megaesofago (Laranja FS, 1956,
Rosenbaum MB, 1964). La Enfermedad de Chagas se sitla aun dentro de las principales
causas de cardiopatias infecciosas en el mundo (Anandasabapathy S, 1998; Feldman
AM, 2000).

2.2 Agente etiolégico de la enfermedad de Chagas

El Trypanosoma cruzi es un parasito intracelular obligado, cuyo ciclo de vida alterna
entre un huésped invertebrado, un insecto triatomino hematéfago perteneciente a la
familia Reduviidae, y un huésped vertebrado. El area de prevalencia de la enfermedad
de Chagas se superpone con el area de distribucibn geogréfica del vector,
extendiéndose desde el paralelo 40° de latitud Norte en el sur de los Estados Unidos de
Norteamérica hasta el paralelo 45° de latitud sur en la Argentina y Chile (Zeledén R,
1972; Burkholder JE, 1980).

El ciclo de vida del T. cruzi comprende principalmente tres estadios de diferenciacion:
epimastigote, tripomastigote y amastigote, con formas intermedias que también han sido
descriptas. El ciclo de vida del T. cruzi comienza en el vector cuando triatomino ingiere
tripomastigotes circulantes en sangre luego de alimentarse de un huésped mamifero
infectado. Los tripomastigotes se transforman en epimastigotes, el principal estadio de
replicacion en invertebrados, en el intestino medio del vector. Los epimastigotes migran
hacia el intestino posterior y se diferencian en tripomastigotes metaciclicos infecciosos,
que se excretan con las heces. La transmisiéon vectorial ocurre cuando el insecto, luego
de alimentarse sobre el huésped vertebrado, libera tripomastigotes metaciclicos con las
heces, los cuales son introducidos mecanicamente durante el acto de rascado en el sitio
de la picadura, o penetran activamente a través de una herida en la piel o las mucosas.
Los tripomastigotes invaden las células nucleadas en el sitio de entrada al organismo y
se diferencian luego a amastigote, que es la forma replicativa del parasito dentro de las
células de mamifero. Los amastigotes se replican con un tiempo de duplicacion de
aproximadamente 12 horas durante un periodo de 4 a 5 dias. Luego de varios ciclos de
replicacion dentro del citoplasma celular, los amastigotes se diferencian a
tripomastigotes, los que, al destruirse la célula, son liberados al torrente sanguineo
pudiendo infectar otras células nucleadas o ser ingeridos por el vector, reiniciandose
nuevamente el ciclo de vida de los parasitos (Chagas C, 1909; Santos-Buch CA, 1985)
(Figura B).



Introduccion

En el triatomino En el hombre

Plcadura del triatomino
(pasode los tripomastigotos
metaciclicos en las heces del animal)

e Los tripomastigotos metaciclicos
penertan en las diferentes células
alrededor de la picadura. En su Interior

Q—y N se transfroman en amastigotos

Tripomastigotos metaciclicos @
an el Intestln

Los

Los amast Ig-:-tns
tripomastigotos

se multiplican por
pueden Infectar flsion binaria en las

u:-trasr';:ell-llai!.' se células de los tefidos
transforman en Infectadas

amastigotos Intracelulares

en los nuevos sitlos de Infecclon.
Fueden aparecer

los slgnos clinloos

;3 partir de este

ciclo Infecclosn

Multlpllcacl-:-n en

\el estomago

% Ficadura del triatoming
e (Ingestion de
eEplma stigoto en tripomastigotos)

el estomago

o Los amastigotos Intracelulares
) se transforman en tripomastigotos,
A= Iniclo de la Infeccion salende la célulay despues

= . entran en la circulacion sanguinea
A— Dlagndstico posible 4

FIGURA B. Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi. Cortesia de: Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos. Disponible en:
https://lwww.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html (en idioma inglés).

En zonas endémicas, el T. cruzi se transmite principalmente por triatominos
hemato6fagos. Los vectores mas importantes son Triatoma infestans, Rhodnius proxilus
and Panstrongylus megistus (Lent H, 1979). Otras vias importantes de transmisién en
el humano son la transmisién vertical (de madre a hijo) y las transfusiones de sangre.
La primera es de aproximadamente un 4,7% (rango 3,9-5,6%) (Howard EJ, 2014;
Luquetti AO, 2015) y la segunda de un 10 a 20% (WHO, 2002). Otros medios de
transmision de la enfermedad incluyen la ingesta de alimentos contaminados por heces
y accidentes de laboratorio (WHO, 2018).

2.3 Aspectos clinicos de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas usualmente comprende una etapa aguda, generalmente
asintomatica y de bajo indice de mortalidad, y una etapa crénica, la cual puede ser sin
patologia evidente, de variable duracién; o con patologia evidente, con compromiso
miocardico y/o intestinal progresivo. Estas etapas son diferentes tanto desde el punto
de vista clinico, histopatolégico, como parasitolégico, aunque no todas ellas se

presentan necesariamente en todos los individuos infectados por el T. cruzi.
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Etapa aguda

La fase aguda dura de 4 a 8 semanas y la parasitemia disminuye sustancialmente a
partir de los 90 dias. Los sintomas aparecen luego de 8 a 19 dias luego de la invasion
del parasito, o 20 a 40 dias luego de una transfusion sanguinea con sangre infectadas.
Los sintomas y signos son inespecificos y pueden incluir fiebre, inflamacion en el sitio
de inoculacién (Chagoma de Inoculacion), edema palpebral unilateral (signo de
Romafia), linfadenopatia y hepatoesplenomegalia (Laranja FS, 1956; Wegner DH,
1972). Luego de la transmision vectorial por piel puede observarse, en un 75 a 100% de
los casos, el chagoma de inoculacion que consiste en un area indurada de eritema e
hinchazén. Cuando la conjuntiva es el portal de entrada puede observarse el signo de
Romafia, que consiste en un edema no doloroso unilateral, palpebral y periocular
(Lugones HS, 1979; Rassi A, 1979). La enfermedad aguda severa ocurre en menos del
1 al 5% de los pacientes e incluye manifestaciones como miocarditis aguda, derrame
pericardico y meningoencefalitis (riesgo de mortalidad 0,2-0,5%) (Laranja FS, 1956;
Pinto AY, 2008). La mayoria de los recién nacidos infectados congénitamente no
presentan signos y sintomas de la enfermedad, pero una minoria puede presentar
signos y sintomas graves (Bittencourt AL, 1975). La transmisién oral parece causar una
enfermedad mas severa, con una mortalidad mas alta que la enfermedad transmitida
por vectores (Alarcén de Noya B, 2010; Shikanai-Yasuda MA, 2012).

Etapa crénica

Una vez que la fase aguda se resuelve, los individuos entran en una fase cronica de la
enfermedad con persistencia de serologia positiva para T. cruzi. La mayoria de las
personas nunca desarrollan patologia y, por lo tanto, son el grupo mas grande de
pacientes afectados. Esta forma clinica se la denomina etapa cronica sin patologia
evidente de la enfermedad de Chagas (Mitelman JE, 2011), dado que no presentan
signos o sintomas clinicos de compromiso cardiaco o digestivo, y radiografia de térax y
electrocardiografia normales (Dias JC, 1989). Un 20-30% de los pacientes desarrollara
una forma de la enfermedad con patologia evidente (Mitelman JE, 2011), ya sea
cardiaca, digestiva (principalmente megaesofago y megacolon), o cardiodigestiva,
usualmente dentro de los 10 a 30 afios de la infeccion inicial. Dichas complicaciones
resultan irreversibles (Laranja FS, 1956; Rosenbaum MB, 1964). El compromiso
cardiaco es la manifestacion méas frecuente y de mayor importancia en la etapa crénica
de la enfermedad de Chagas en la Argentina (Mazza S, 1949; Rosenbaum MB, 1961;
Bonet AH, 1968). Los desoOrdenes de tipo neurolégico y las formas digestivas

(megasindromes) son poco frecuentes y son atribuidas a alteraciones del sistema
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nervioso periférico y a la destrucciébn de células del sistema nervioso autébnomo
respectivamente (Koberle F, 1968; Sica RE, 1986; Gonzalez Cappa SM, 1987; Losavio
A, 1989).

2.4 Diagnostico de la enfermedad de Chagas

Los ensayos de laboratorio utilizados para el diagndstico de la enfermedad de Chagas
son la visualizacion microscoépica directa de tripomastigotes en sangre y/o la deteccién
de anticuerpos especificos del paréasito. Los métodos parasitologicos directos incluyen
la gota fresca, con una sensibilidad del 34-85%, el Método de Strout y el
microhematocrito, con una sensibilidad de un 95% (Strout RG, 1962; Brener ZE, 2000).
Estos métodos son efectivos durante la etapa aguda donde los niveles de parasitos en
sangre son altos. Otro método es el hemocultivo, que tiene buena sensibilidad en los
casos agudos y congénitos, pero su sensibilidad es muy baja en los casos crénicos
(Abramo-Orrego L, 1980). Antiguamente se utilizaba el xenodiagnostico, cuya
sensibilidad es del 100% en los casos agudos y aproximadamente del 50% en los casos
de infeccion cronica (Cerisola JA, 1974). Un método parasitolégico indirecto es la PCR,
gque es mas sensible que el hemocultivo y el xenodiagnéstico, y ha demostrado ser muy
atil en el diagnéstico de la transmisién de madre a hijo, siendo mas sensible que las
técnicas de concentracién (Bern C, 2009, Baa J, 2013; Murcia L, 2013).

En la fase cronica, la parasitemia es baja e intermitente lo que hace que los métodos
directos de diagndstico parasitolégico y aquellos basados en acido desoxirribonucleico
(ADN) no sean confiables. En consecuencia, el diagnéstico de infeccion crénica se basa
en pruebas seroldgicas mediante la deteccion de anticuerpos IgG contra T. cruzi (WHO,
2002; Brasil PEAA, 2010). Los ensayos mas utilizados son: hemaglutinacion indirecta,
analisis por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) e inmunofluorescencia indirecta
(Flores-Chavez M, 2010). Dado que no existe una Unica prueba de referencia estandar
disponible, el diagnéstico debe basarse en la presencia de IgG frente a diversos
antigenos de T. cruzi mediante al menos dos analisis seroldgicos basados en diferentes
antigenos (WHO, 2002). La normativa del Ministerio de Salud de nuestro pais
recomienda analizar una misma muestra con dos técnicas serolégicas en paralelo y una
tercera en caso de discordancia (Programa Nacional de Garantia de Calidad de la
Atencion Médica del Ministerio de Salud, 2006).

2.5 Clasificacion de los pacientes con enfermedad de Chagas cronica

Los pacientes con enfermedad de Chagas cronica pueden ser agrupados de acuerdo

con el grado de compromiso cardiaco mediante las clasificaciones descriptas por
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Kuschnir E, y por la “New York Heart Association” y las modificaciones incluidas por el
Dr. Viotti R y colaboradores (Kuschnir E, 1985; Criteria Committee of the New York Heart
Association, 1964; Viotti R, 2011). La clasificacion de Kuschnir modificada es la mas
difundida en nuestro pais, y agrupa a los pacientes con enfermedad de Chagas crénica
con serologia positiva para T. cruzi en cuatro grupos:

e Grupo 0 (G0): pacientes con electrocardiogramas, radiografias de torax y
ecocardiogramas normales.

e Grupo 1 (Gl): pacientes con alteraciones electrocardiograficas leves (por
ejemplo, bloqueo de rama derecha, hemibloqueo anterior o posterior izquierdo,
extrasistoles ventriculares polifocales o con formas repetitivas y taquicardia
ventricular sostenida y/o fibrilacion ventricular) y radiografias de térax y
ecocardiogramas normales.

e Grupo 2 (G2): pacientes con alteraciones electrocardiogréficas mas severas (por
ejemplo, bloqueo auriculo-ventricular de segundo y tercer grado y depresion del
nddulo sinusal) y cardiomegalia en la radiografia de térax y ecocardiograma.

e Grupo 3 (G3): pacientes con alteraciones electrocardiograficas severas,
cardiomegalia y signos clinicos y radiolégicos de insuficiencia cardiaca con

evidencias de lesiéon miocardica.

2.6 Tratamiento etiologico de la enfermedad de Chagas

Los medicamentos que se utilizan en la actualidad para tratar la enfermedad de Chagas
son el benznidazol y el nifurtimox. Ambos son tripanocidas y actian sobre todas las
formas del parasito (Maya JD, 1997, 2007; Urbina JA, 2010). El benznidazol y el
nifurtimox actlan a través de la formacion de radicales libres y/o metabolitos
electrofilicos, que afectan a todas las macromoléculas del parasito (Maya JD, 2003).
Estas drogas pueden causar efectos adversos, que llevan a la suspension del
tratamiento (Castro JA, 2006; Viotti R, 2009). Otra dificultad para su uso es la

susceptibilidad de las diferentes cepas del parasito al tratamiento (Filardi LS, 1987).

Usualmente, el tratamiento con benznidazol es efectivo para la erradicacion del parasito,
principalmente en la fase aguda de la infeccion. En Argentina, se recomienda el
tratamiento en toda persona durante la fase aguda de la infeccion, en nifios y
adolescentes en la fase crénica indeterminada hasta catorce afios; y en donantes o
receptores infectados en trasplantes de 6rganos (de Andrade AL, 1996; Sosa Estani S,
1999).

10
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Para los adultos crénicamente infectados no existe una normativa que recomiende el
tratamiento, quedando el mismo a criterio del médico. Sin embargo, existe una creciente
evidencia que muestra el rol del parasito en el desarrollo de la cardiopatia y se postula
gue el tratamiento con benznidazol podria prevenirla (Viotti R, 1994; Viotti R, 2006A,
2006B). Trabajos experimentales mostraron que en ratones tratados con benznidazol
las lesiones cardiacas disminuyen, pero ho se logra erradicar completamente al parasito
(Garcia S, 2005), mientras que otros autores (Caldas IS, 2008) observaron una
disminucion significativa en la carga parasitaria en ratones tratados con benznidazol
durante la fase aguda de la infeccion, sin efecto sobre las lesiones cardiacas cronicas.
Sin embargo, Bustamante J y colaboradores (2008) demostraron que cuando se
administra benznidazol durante 40 dias, se eliminan los pardsitos y se genera una
respuesta de memoria central T CD8* estable y protectora. Estudios de nuestro
laboratorio han mostrado que el tratamiento con benznidazol durante la fase cronica de
la enfermedad de Chagas induce una disminucién en la frecuencia de células T
productoras de IFN-y especificas para T. cruzi y un aumento en la expresion del
marcador CD154, denotando una menor estimulaciéon antigénica como consecuencia
del tratamiento tripanocida (Alvarez MG, 2016; Albareda MC, 2018). Ademas, la
parasitemia persistente es predictora independiente de la progresion de la
miocardiopatia de Chagas (Basquiera AL, 2003). Esto esta respaldado por estudios
clinicos no aleatorizados, donde el uso de benznidazol se asoci6é con una reduccion de
la progresion de la enfermedad de Chagas y un aumento de la seroconversion a valores
negativos en pacientes con infeccion crénica y sin insuficiencia cardiaca (Viotti R,
2006B). Toda esta evidencia apoyaria la importancia de indicar el tratamiento lo mas

tempranamente posible.

2.7 Patogénesis de la enfermedad de Chagas

Para comprender las teorias sobre la patogénesis de la enfermedad de Chagas
debemos tener presente la historia natural de la enfermedad de Chagas, que incluye
una fase aguda y una cronica, y que la alta carga de parasitos tipica de la infeccion
aguda por T. cruzi se ve atenuada por la respuesta inmune, dando origen a una infeccién
cronica persistente. Se han postulado varias teorias para explicar la patogénesis de las
lesiones que se producen durante la enfermedad de Chagas. Entre ellas, las que se

mencionan a continuacion serian las mas importantes:
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Teoria autoinmune

Una de las principales evidencias que llevé a la postulacion de la teoria autoinmune fue
la dificultad para detectar parasitos en los sitios afectados en los individuos
cronicamente infectados por T. cruzi, sugiriendo que la respuesta inflamatoria observada
no era inducida directamente por el T. cruzi, sino que estaba dirigida hacia otros
antigenos, probablemente autoantigenos. Se postularon varias hipétesis sobre el
mecanismo por el cual el sistema inmunoldgico reaccionaba hacia componentes
propios, incluyendo el mimetismo molecular — reactividad cruzada entre antigenos del
hospedador y del parasito — (Borda ES, 1984; Kaplan D, 1997; Labovsky V, 2007;
Peverengo, 2016) y activacion policlonal (Engman DM, 2002).

Teoria de la persistencia parasitaria

Con el advenimiento de técnicas mas sensibles, surge la teoria de la persistencia
parasitaria, la cual considera la persistencia de parasitos en las lesiones crénicas como
responsables de la cardiomiopatia y postula que el dafio tisular seria debido a la
respuesta del sistema inmune contra el parasito (Tarleton RL, 1997, 1999, 2001). Esta
teoria tiene sus origenes principalmente en dos trabajos. Jones EM y colaboradores
(Jones EM, 1993) describen una secuencia de ADN de 188pb del T. cruzi que se
encontraba en el corazén de individuos infectados que presentaban al mismo tiempo
infiltrados inflamatorios y signos de insuficiencia cardiaca concordante con la
enfermedad de Chagas, pero no en aquellos que no presentaban inflamacién. En el
trabajo realizado por Vago AR y colaboradores (Vago AR, 2000), el ADN del parasito
fue detectado en el es6fago de cuatro pacientes con serologia positiva para Chagas con
megaesoifago o con lesiones inflamatorias en ese drgano, pero no se detectd en tres
pacientes que murieron por cardiopatia como consecuencia de la enfermedad de
Chagas que no presentaban evidencias de megaesoéfago. El rol que el T. cruzi tiene en
el desarrollo de las lesiones cardiacas y digestivas, también se ha demostrado por la
deteccién del parasito asociada a necrosis, infiltrados inflamatorios y fibrosis en biopsias
de pacientes con enfermedad de Chagas cronica utilizando técnicas de
inmunohistoquimica y PCR, asi como también la fuerte relacién entre los focos
inflamatorios y la presencia de ADN y/o antigenos parasitarios demostrada en el modelo
murino experimental (de Oliveira Almeida H, 1984; Zhang L, 1999; Schijman AG, 2004;
Benvenuti, 2014).

La hipotesis de la persistencia parasitaria como causa de la patologia implica que la

cardiomiopatia de la enfermedad de Chagas crénica podria evitarse si el parasito es
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eliminado. Ademas, esta teoria sostiene que la cardiomiopatia no puede tratarse como
una enfermedad autoinmune, ya que el empleo de drogas inmunosupresoras
comunmente usadas para tratar desérdenes autoinmunes podria generar reactivacion
de la parasitemia incrementando la severidad de la enfermedad (Andrade ZA, 1987,
1997; Bacal F, 2005). A pesar de las evidencias a favor de la teoria de la persistencia
parasitaria, no se descarta totalmente la existencia de la respuesta inmune hacia
antigenos propios y su importancia en el desarrollo de la enfermedad (Labovsky V, 2007;
Peverengo L, 2016). En conclusion, la teoria de la persistencia parasitaria remarca la

importancia de la busqueda de tratamientos tripanocidas altamente efectivos.
Otras teorias

Otras teorias incluyen las alteraciones en la microcirculacion coronaria. Se ha sugerido
gue las lesiones del miocardio se desarrollan, al menos en parte, como consecuencia
de la necrosis aditiva y progresiva de la célula miocéardica, iniciada y perpetuada por
cambios en la microcirculacién miocardica (Rossi MA, 1990; Factor SM, 1996; Tanowitz
HB, 1996). También se ha asociado el desarrollo de la cardiomiopatia con un aumento
en la agregacion plaquetaria (Tanowitz HB, 1990). Por otro lado, se ha descripto una
reduccion del nimero de neuronas de los sistemas simpatico y parasimpético (Koberle
F y Alcantara FC, 1960). La neurdlisis comenzaria en la fase aguda, pero se acentuaria
en la fase crénica de la enfermedad, alcanzando a destruir hasta el 80% de las
estructuras nerviosas del corazén y una gran proporcion de las neuronas del plexo

mientérico de Auerbach (Caeiro T, 1994).

2.8 Generalidades de larespuesta inmune adaptativa durante una infeccion

La inmunidad adaptativa es dependiente y especifica del antigeno que le dio origen vy,
por lo tanto, precisa de un tiempo para desarrollarse entre la primera exposicion al
antigeno y la respuesta. La inmunidad adaptativa implica una interaccion estrecha entre
las células presentadoras de antigenos y los linfocitos T y B, que ejecutan las vias
efectoras inmunolégicas especificas para los patdgenos, la generacién de memoria
inmunoldgica y la regulaciéon de la homeostasis del sistema inmune del huésped. Los
linfocitos T virgenes especificos para una gran cantidad de antigenos existen en bajo
namero. La activaciéon de los linfocitos T virgenes requiere del reconocimiento de los
péptidos presentados en las células dendriticas en los complejos mayores de
histocompatibilidad. El reconocimiento de antigenos proporciona especificidad a la
respuesta inmune, y la necesidad de coestimulacion asegura que las células T

respondan a los patégenos y no a sustancias inofensivas. El reconocimiento de los
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antigenos y las sefiales coestimuladoras desencadenan la proliferacién y diferenciacion
de los linfocitos T especificos para el antigeno. A este proceso se lo denomina
“expansion clonal”, que culmina con el aumento de la frecuencia de células antigeno-
especificas y la adquisicion de funciones efectoras por parte de las células T y la
consecuente eliminacion del patdgeno. Posteriormente, la poblacion T especifica
disminuye su frecuencia entrando en una fase de contraccion y recuperando su estado
basal de reposo mediante mecanismos de homeostasis. En infecciones virales se ha
demostrado que la magnitud de la poblacion de linfocitos T efectores esta directamente
relacionada con la carga antigénica (Murali-Krishna K, 1998; Badovinac VP, 2002),
mientras que la fase de contraccidn pareceria ser independiente de la carga antigénica
o de la persistencia del antigeno (Badovinac VP, 2002 y 2004). El sello distintivo de la
inmunidad adaptativa es la capacidad de memoria que permite al huésped montar una

respuesta inmune mas rapida y eficiente en una reexposicion al antigeno.

2.9 Homeostasis y regulacion de larespuesta celular T

La homeostasis de las células T se puede definir como la capacidad del sistema inmune
de mantener el recuento normal de células T y restaurar el nimero de células T después
de la eliminacion o de la expansién de las células T en respuesta a antigenos. Por lo
tanto, la homeostasis de células T es un proceso clave que requiere un equilibrio preciso
entre la proliferacion y la apoptosis. Estos procesos se rigen por sefiales extrinsecas,
especialmente por parte de las citocinas. Estas sefiales permiten que las células
sobrevivan durante periodos prolongados en un estado de reposo (Jameson SC, 2005;
Sprent J, 2011). La activacién completa de las células T requiere de la produccién de
citocinas y de su accién. Entre las citocinas que participan en la homeostasis y
regulacion la respuesta celular T se encuentran aquellas pertenecientes a la familia y-
comun (yc), como las IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, y a la familia gp130, como la IL-6,
IL-11 e IL-27 (Rodig SJ, 1998; Kelly E, 2002; Boyman O, 2007; Ross JA, 2007), entre
otras. Las citocinas involucradas en el proceso de homeostasis y de regulacién de la
respuesta celular T sefializan, entre otras vias, a través de las tirosinas cinasas Janus
(Jak) y los transductores de sefal y activadores de la transcripcion (STATS) una vez que
se unen a receptores de superficie celulares especificos. En las células T, la
sefalizacién a través de Jak/STAT coordina eventos Unicos con sefiales de "encendido”
y "apagado", lo que permite no solo la plasticidad defensiva sino también la
autodestruccion a traves de la apoptosis. Los factores de crecimiento que sefializan a
travées de Jak/STAT participan en la hematopoyesis, en la respuesta inmune,

inflamacidn, proliferacion y diferenciacion (Ross JA, 2007).
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2.10 Las citocinas IL-7 e IL-27

Receptores y sefializacion

La citocina IL-7 sefializa a través del receptor de IL-7 (IL-7R) - un heterodimero
compuesto por la cadena IL-7Ra (también conocida como CD127) y la cadena vy (yc,
también conocida como CD132) que comparte con otras citocinas como IL-2, IL-4, IL-9
e IL-15 (Bazan JF, 1990, Park LS, 1990). La IL-7 media sefiales proliferativas, anti-
apoptéticas y coestimuladoras mediante la activacion de la Fosfatidil Inositol 3-cinasa
(PI3-K) (Dadi H, 1994) y la via Janus-cinasa (Jak)/STAT (Foxwell BMJ, 1995),
principalmente a través de STAT5 y en menor medida a través de STAT1 y STAT3
(Pernis A, 1995; van der Plas DC, 1996). Asimismo, la IL-7 regula positivamente la
expresion de los miembros de la familia del linfoma 2 de células B (Bcl-2), y la cadena
a del receptor de IL-2 (CD25) (von Freeden-Jeffry U, 1997; Webb LM, 1997; Sin JI, 2000;
Gonzélez-Garcia S, 2012) (Figura C).
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FIGURA C. Esquema de sefializacién de la IL-7 a través de su receptor IL-7R. A través de la
activacion del IL-7R se induce la sefializacion de las cinasas Jakl y Jak3 que lleva a la
fosforilacion del STATS5 (pSTAT5) induciendo distintas vias regulatorias, que incluyen la
expresién de la molécula de sobrevida Bcl-2 y de la cadena a del receptor de IL-2 (CD25). Figura
adaptada de Gonzélez-Garcia S, 2012.

Debido a la cantidad limitante de IL-7 circulante in vivo, su consumo esta sumamente
controlado (Park JH, 2004), es por ello que, a diferencia de otros miembros de la familia
de citocinas yc, para las cuales la activacion de células T y/o la sefializacién de las

citocinas aumenta la expresion de su receptor por las células T, la cadena CD127 es
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expresada por la mayoria de las células T en reposo y es regulada negativamente
después de la sefializacion mediada por IL-7 y/o la activacion de las células T (Park JH,
2004; Fry TJ, 2003). Asimismo, la expresién del CD127 sobre la superficie celular
disminuye a medida que las células progresan a los estadios efectores terminalmente
diferenciados (Colle JH, 2006A, 2006B). Tras la union de la IL-7, el IL-7R de membrana
se internaliza rapidamente, se degrada parcialmente o se recicla a la superficie de la
célula (Henrigues CM, 2010). La regulacién de la expresion del IL-7R también se
controla a nivel transcripcional, la IL-7 y otras citocinas suprimen la expresion del acido
ribonucleico mensajero (ARNm) del IL-7R (Park JH, 2004). El IL-7R no solo esta
disponible en su forma asociada a la membrana celular, sino también en forma soluble
(slL-7R 0 sCD127) (Goodwin RG, 1990). Por corte y empalme alternativo del gen IL7RA
se genera una variante soluble del IL-7R (sIL-7R o sCD127) o a través de secrecion
desde la membrana celular (Rose T, 2009; Rane L, 2010). La produccion de sCD127 se
inhibe con la activacién del IL-7R (Rose T, 2009). La variante sIL-7R se une a la IL-7
con afinidad comparable con el heterodimero de membrana y esta presente en el plasma
sanguineo en exceso en relacion con la IL-7 soluble (Rose T, 2009; Lundstrom W, 2013).
El rol preciso del sIL-7R en la funcién de la IL-7 no se conoce totalmente. Se ha descripto
tanto la inhibicion competitiva mediada por el sIL-7R de la sefializacién de IL-7 en las
células T (Rose T, 2009; Crawley AM, 2010; Poiret T, 2014; Lundtoft C, 2017), asi como
también la potenciacion de las funciones de la IL-7 al actuar el receptor soluble como un
deposito de la IL-7 (Lundstrém W, 2013; C6té S, 2015).

La IL-27 es una citocina heterodimérica que, debido a sus propiedades estructurales y
las de su receptor, pertenece a la superfamilia de citocinas IL-6/IL-12. EIl receptor que
transduce la sefial de la IL-27 esta compuesto por las cadenas gp130 (CD130) y WSX-
1 que forman un heterodimero en la superficie celular que activa predominantemente la
via Jak/STAT pero también la sefializacion a través de fosfatidil inositol 3-cinasa y la
proteina cinasa B (PI3K/Akt) y la via de la proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK)
(Pflanz S, 2004; Charlot-Rabiega P, 2011). Luego de la unién de la IL-27 a su receptor,
se fosforilan principalmente los factores de transcripcion STAT1 y STAT3, pero también
STAT4 y STATS5, y en menor medida, STAT2. La activacion de STAT1 promueve la
diferenciacién de Thl mediante la activacion de T-bet (Takeda A, 2003) o a través de la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), que interactta con el antigeno linfocitico
asociado a funcion 1 (LFA-1) y sefializa a través de la cinasa extracelular reguladora de
sefial (ERK). Otra via de activacion de T-bet es a través de la activacion de p38/MAPK
(Hibbert L, 2003; Owaki T, 2006, 2008). Todas estas vias de activacion de T-bet

conducen a la secrecion de IFN-y y promueven la expresion del SOCS3 (supresor de la
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sefializacién de citocinas 3), que representa uno de los inhibidores de la respuesta Thl.
La sefializacién de IL-27 induce la diferenciacion de linfocitos T reguladores mediante la
activacion de los factores de transcripcion relacionados con IL-10: Ahr y c-Maf, o de
Egr2 y Blimp-1. Por el contrario, IL-27 también puede inhibir el factor Foxp3 y suprimir
la generacién de Treg (Villarino A, 2003; Fitzgerald DC, 2007). La via de sefializacion
se muestra en la Figura D (Meka RR, 2015).
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FIGURA D. Vias de sefalizacion de la IL-27. La unién de la IL-27 a su receptor conduce a la
activacion de las rutas Jak/STAT y P38/MAPK. Figura adaptada de Meka RR, 2015.

Otras funciones mediadas a través de los STATS son:

STATL: Es critico en la sefializacién de los interferones de tipo | y tipo Il, especialmente
para IFN-a/p e IFN-y. A través de STAT1 se induce la expresién de T-bet (gen TBX21),
que participa en la diferenciacion de células T hacia un fenotipo colaborador Thl (Szabo
SJ, 2000; O’'Shea JJ, 2008). Asimismo, participa en la quimiotaxis de células inmunes
principalmente a través de la induccién de la expresion de la monocina inducida por IFN
(MIG, CXCL9) (Hiroi M, 2003).

STAT2: Se encontrd que solo se activa solo IFN-I e IFN-IIl. STAT2 es necesario para la
activacion de la transcripcion a través de IRF9 (factor regulador de interferén 9) (Qureshi
SA, 1996; Leung S, 1995).

STAT3: Ha sido demostrado que STAT3 participa en la expresion de genes asociados
con la proliferacién y sobrevida de los linfocitos T, especialmente la familia BCLX (Tin-

Lap L, 2004). También a través de GATAS3 participa en la diferenciacion a linfocitos T
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colaboradores tipo Th2 (Stritesky GL, 2011) y a través de RORyt hacia Th17 (Bell E,
2007).

STATA4: Es otro factor clave en la diferenciacion a células Th1 (O’Shea JJ, 2008) a través
de interferones de tipo | y la IL-12 (Eyles JL, 2002).

STATS5: En los linfocitos T CD8+ promueve la expresion de dos factores de transcripcion
miembros de la familia T-box: T-bet (TBX21) y eomesodermina (EOMES) asociados a
la diferenciacién a células T efectoras y de memoria central de larga vida (Grange M,
2013). En los linfocitos T CD8* promueve la expresion de la granzima B (Verdeil G,
2006). STAT5 también participa en la diferenciacion de los linfocitos T colaboradores
Thl, a través de T-bet (O’Shea JJ, 2008), Th2, a través de IL4RA (Liao W, 2008), y de
los linfocitos Treg a través de la induccion de FOXP3 (Burchill MA, 2007). Asimismo,
participa en la expresion de genes relacionados con la sobrevida celular y la
hematopoyesis (Kieslinger Ml, 2000; Menon MP, 2006).

STAT6: Es un factor importante en la diferenciacion hacia un fenotipo de tipo Th2,
inhibiendo la polarizacion hacia un fenotipo Th1 (O’Shea JJ, 2008).

Funciones de la IL-7

La importancia de la IL-7 para el desarrollo de células T humanas se evidencia por la
ausencia de células T en humanos con inmunodeficiencia combinada severa debido a
mutaciones en las cadenas IL-7Ra o yc (Puel A, 1998; Cunningham-Rundles C, 2005).
La IL-7 promueve el reordenamiento de algunos genes del receptor de linfocitos T, y en
una etapa posterior, participa en la seleccion positiva de células T CD8 (Shitara S, 2013).
Las primeras células madre en el timo y las células T maduras después de abandonar
el timo requieren de la IL-7 para su supervivencia y proliferacién. En la periferia, la IL-7
participa en la homeostasis de las células T (Schluns KS, 2000; Fry TJ, 2001; Guimond
M, 2009; Okoye AA, 2015). Por lo tanto, la IL-7 determina el tamafio del conjunto de
células T periféricas: si el conjunto esta agotado, la IL-7 induce la proliferacién, si se
sobrecarga, la cantidad de IL-7 ser& insuficiente para el exceso de células Ty, por tanto,
mueren (Khaled AR, 2002). Se ha demostrado que los niveles séricos de IL-7 podrian
estar regulados por el numero de células T periféricas, viéndose incrementados en
condiciones linfopénicas, o de disminucion de células T CD4", asi como también cuando
existen alteraciones en la via de sefalizacion del eje IL-7/IL-7R (Bolotin E, 1999;
Napolitano LA, 2001; Fluur C, 2007; Bellistri GM, 2010), como un mecanismo

compensatorio para mantener viables las células periféricas.

La IL-7 es distinta de las citocinas tipicas de "activacion”, como la IL-2. La IL-2 puede

considerarse una citocina prototipica de "activacion" porque no sefializa en células T
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virgenes en reposo, pero si en células T efectoras activadas, y tiene efectos limitados
sobre las células T de memoria en reposo. Por el contrario, la IL-7 esta continuamente
disponible en 6rganos linfoides secundarios (Takada K, 2009) y también se encuentra
en la circulacion. La continua sefalizacién mediada por IL-7 en todo el organismo induce
respuestas antiapoptéticas y coestimulatorias que son esenciales para la supervivencia
de las células T, mediadas principalmente por la expresion de la molécula Bcl-2 (Vella
A, 1997; Guimond M, 2009; Unsinger J, 2010). Aparte de mantener células T periféricas
a través de sefiales de supervivencia, la IL-7 también tiene la capacidad de inducir la
proliferacién de células T. Se ha visto que la IL-7 expande los subconjuntos de células
T CD4* y CD8* virgenes y de memoria (Welch PA, 1989; Alderson MR, 1990; Cohen
PA, 1993; Schluns KN, 2000) en sinergia con sefiales mediadas por el receptor de
células T (Seddon B, 2002). Asimismo, la IL-7 promueve la respuesta inmune efectora,
interviniendo en el reclutamiento de células NK y Th17 (Colombetti S, 2009; Pellegrini
M, 2009), en la produccion de IFN-y (Yuan CH, 2014) y en la expresion de granzima B
(Pellegrini M, 2009).

Ademas de la timopopoyesis y la proliferacion periférica de células T, la IL-7 también
desempefia un papel fundamental en el desarrollo de las células T de memoria. Se ha
demostrado que la presencia de IL-7 e IL-15 es necesaria antes de la fase de
contraccidon para garantizar una diferenciacion 6ptima de las células de memoria
(Schluns KS, 2003). Un nivel de IL-7 circulante debajo de los niveles fisiolégicos da
como resultado una disminucion en el nimero de células T de memoria que se
desarrollan luego de la respuesta inmune (Schluns KS, 2000; Kaech SM, 2003; Li J,
2003).

Durante las infecciones croénicas, la sefializacion homeostatica mediada por IL-7/IL-7R
se ve alterada, y se observa una inhabilidad de las células T de regular la expresion del
CD127 o de responder eficientemente a la citocina. Esto se ha observado en infeccién
cronicas virales (Virgin HW, 2009), tales como el virus de la hepatitis C (Golden-Mason
L Jr., 2006), el virus de la coriomeningitis linfocitica (Wherry EJ, 2004, Shin H, 2007) o
HIV (Juffroy O, 2010), asi como también en infecciones parasitarias incluyendo
leishmaniosis y toxoplasmosis (Colpitts SL, 2009; Bhadra R, 2010), infecciones
bacterianas, como tuberculosis (Lundtoft C, 2017) y en cancer (Al-Rawi MA, 2004).
Recientemente, se ha visto que la inflamacion persistente en pacientes con HIV,
evidenciada a través de un aumento de la concentracion sérica de IL-6, se correlacioné

con una respuesta alterada de linfocitos T a la IL-7 (Shive SL, 2014, 2016).

19



Introduccion

La IL-7 es una citocina atractiva para la inmunoterapia ya que ejerce distintas acciones
en diferentes subconjuntos de células T (Overwijk WW, 2009). Se ha demostrado que
el tratamiento con IL-7 aumenta el nimero de células T virgenes y de memoria, lo que
la convierte en candidata para el tratamiento de pacientes con poblaciones de células T
con funcionalidad reducida. Asimismo, estudios de fase | en los que se ha administrado
IL-7 en humanos no han mostrado toxicidad clinicamente significativa (Rosenberg SA,
2006; Sportes C, 2008).

Funciones de la IL-27

El papel de la IL-27 en la regulacién de la respuesta inmune es complejo, y posee tanto
una accién de activacion como inhibitoria sobre diversos tipos de células, incluidas las
células T, las células B, los macrofagos y las células dendriticas (Villarino V, 2004;
Anuradha R, 2017). Principalmente, la IL-27 desempefia un rol importante en la
induccién temprana de la diferenciacion Thl (Yoshida H, 2001; Yakeda S, 2003; Owaki
T, 2005). En ciertas infecciones, como con Toxoplasma gondii (Villarino A, 2003;
Stumhofer JS, 2006), con T. cruzi (Hamano K, 2003) y con citomegalovirus (Wehrens
EJ, 2018), la IL-27 regula no solo las respuestas proinflamatorias, incluida la iniciacién
temprana de las respuestas Thl, sino también las respuestas antiinflamatorias, que
incluyen la supresion de la activacion celular y la producciébn de citocinas
antiinflamatorias, especialmente la IL-10. Asimismo, en células T CD8", a través de los
STATs 1 a 5, la IL-27 aumenta no solo la expresion de T-bet e IL-12RB2, sino también
la expresion de moléculas efectoras como granzima B y perforina (Morishima N, 2005).
Varios trabajos demostraron que la IL-27 suprime la diferenciacion a Th17 (Stumhofer
JS, 2006; Batten M, 2006; Fitzgerald DC, 2007) e induce la produccién de la IL-10 en
los linfocitos T activados, que podria estar implicada en la funcion inmunomoduladora
de la IL-27 (Stumhofer JS, 2007). Otro rol que se le ha atribuido a la IL-27 es la
produccion de MIG y consecuentemente su participacion en la quimiotaxis (Wong CK,
2010).

La IL-27 también es una citocina atractiva por su potencial inmunoterapéutico, ya que
potencia la proliferacion y la expresion de T-bet, Eomes e IL-12Rp2 asociados con una
mayor produccion de IFN-y y actividad citolitica (Brender C, 2007; Schneider R, 2011).
La IL-27 se ha utilizado como adyuvante en la terapia antitumoral convencional (Salcedo
R, 2009; Hisada M, 2015; Zhu J, 2018) y para la infeccion por el virus de la hepatitis C
(Matsui M, 2004) sin presentar mayores efectos adversos, estableciéndose asi su

potencial clinico.
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2.11 Agotamiento inmune de larespuesta celular T

En una infeccion aguda en dénde el antigeno es eliminado totalmente, se generan
células T de memoria de larga vida que pueden mantenerse por los mecanismos
homeostaticos independientemente de la presencia de antigenos. Por el contrario, en el
contexto de una infeccion crénica, las células T de memoria especificas de antigeno que
se generan dependen de la presencia del antigeno para proliferar, no responden a los

mecanismos homeostéticos y pierden muchas de sus capacidades efectoras.

A este estado se lo denomina agotamiento inmune, que se caracteriza por perder de
forma progresiva y jerarquica funciones efectoras, por aumentar la expresion de
receptores inhibitorios, por una expresion génica alterada de factores clave de
transcripcién, por trastornos metabdlicos celulares y por pérdida de la respuesta
homeostatica a las citocinas IL-7 e IL-15 de las células T, asi como también por cambios
en la expresion de factores pro y anti apoptéticos (Zajac A, 1998; Gallimore A, 1998;
Doering T, 2012). La produccion de la citocina IL-2, junto con la capacidad proliferativa,
son las primeras caracteristicas efectoras en perderse en las células T, seguidas de la
produccion de TNF-a, mientras que la capacidad de producir IFN-y es la ultima funcion
qgue se pierde (Moskophidis D, 1993; Oxenius A, 1998; Welsh RM, 2001; Wherry EJ,
2003) (Figura E). La expresion final del agotamiento inmunolégico es la pérdida de los

clones de linfocitos T especificos de antigeno.
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FIGURA E. Espectro continuo del agotamiento de células T CD4 impulsado por la sefializacion
persistente del antigeno. Figura adaptada de McKinney EF, 2016.

Este mecanismo de agotamiento inmune de linfocitos T especificos se ha demostrado
en varios modelos de infecciones virales crénicas, como el virus de la coriomeningitis
linfocitica (Wherry EJ, 2003), VIH (Quigly M, 2010), virus de la hepatitis B (Reignat S,
2002) y virus de la hepatitis C (Bowen DG, 2005), asi como también en infecciones
bacterianas, como Mycobacterium tuberculosis (Grant NL, 2018) y Listeria
monocytogenes (Mittal R, 2014), y parasitararias, entre ellas infecciones por
Plasmodium sp., Toxoplasma sp. y Leishmania sp. (Chandele A, 2010; Hernandez-Ruiz
J, 2010; Bhadra R, 2011). Asimismo, se ha observado agotamiento inmune en cancer

(Baitsch L, 2011) y en enfermedades autoinmunes (McKinney EF, 2015).

En los ultimos afios ha habido un considerable interés en evitar o revertir el agotamiento
de los linfocitos T. Nguyen LT y Ohashi PS (2014) y Barber DL y colaboradores (2006)
mostraron que el agotamiento de las células T es reversible mediante el bloqueo de PD-
1, lo cual proporciona una oportunidad clinica sustancial para utilizar la inmunoterapia
para mejorar como inmunidad durante una infeccidbn cronica. Otros autores han
demostrado la reversibilidad del proceso de agotamiento inmune mediante el
tratamiento con citocinas como IL-2 e IL-7 en modelos murinos de infeccion viral
(Nanjappa SG, 2011; West EE, 2013).
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Es de destacar que el agotamiento inmune de las células T es distinto de la anergia y
de la senescencia. Las células en estado de anergia retienen funciones subdptimas,
pero cruciales que limitan la replicacion del patdégeno o la progresion de un tumor e
ingresan a ese estado por sefiales coestimuladoras débiles o ausentes (Rocha B, 1995).
El estado de senescencia, por el contrario, se origina a partir de una estimulacion
repetitiva o intermitente del receptor de células T, y se caracteriza por un arresto del
ciclo celular permanente, pérdida de la molécula coestimuladora CD28, telomeros
acortados y produccién elevada de citocinas proinflamatorias. En este estado las células
no proliferan, pero el organismo no las elimina, de tal forma que persisten por largos
periodos. El fenbmeno de senescencia esta asociado a la edad, a diferencia de la

anergia y el agotamiento (Messaoudi |, 2004).

2.12 Generalidades de la respuesta inmune para T. cruzi en ratones

El control inmunoldgico depende tanto de la respuesta inmune innata como adquirida,
que se desencadenan durante la infeccion temprana, siendo criticas para la
supervivencia del hospedador, e involucran macroéfagos, células NK vy linfocitos T y B.
(Kierszenbaum F, 1974; Kierszenbaum F, 1976; Rottenberg M, 1988).

En etapas tempranas se han descripto elevados niveles de mediadores como el
interferén (IFN)-a, IL-12 e IL-2, los cuales podrian ser responsables de la elevada
actividad citotoxica, asi como la secrecion de IFN-y por las células NK (Tarleton RL y
Kuhn RE, 1983; Rottenberg ME, 1988). En respuesta al IFN-y, aumenta la actividad
tripanocida de células fagociticas (Nogueira N, 1981; Gazzinelli, 1992). Esta citocina
induce la activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible con el consecuente
incremento de o6xido nitrico (Vespa GNR, 1994). En presencia de IFN-y, la
coestimulacion de macréfagos por otros mediadores, como el factor de necrosis tumoral
a (TNF-a) y el factor estimulador de la formacion de colonias de granulocitos y
macroéfagos, producen un incremento adicional de la produccién de 6xido nitrico y de la
destruccion intracelular de los parasitos (Silva JS, 1995; Olivares-Fontt E, 1995). La
deficiencia en la expresion de la éxido nitrico sintasa inducible o del receptor para IFN-
y impide la sobrevida del huésped infectado con T. cruzi (Holscher C, 1998). Asimismo,
la citocina IL-12 induce la produccion de IFN-y, y su administracion a ratones infectados
por T. cruzi resulta en una reduccién de la parasitemia y el retardo en la muerte de los
animales, que se correlacionan con los niveles incrementados del IFN-y en el suero
(Hunter CA, 1996).
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El predominio de linfocitos T CD8" en los infiltrados inflamatorios de los tejidos
infectados y su capacidad secretora de IFN-y y actividad citotoxica ante el estimulo con
el parasito, indican el importante rol de esta poblacién de linfocitos T en la resistencia al
T. cruzi (Tarleton RL, 1992; Martin DL, 2005). La importancia de la inmunidad celular en
el control de la infeccién por T. cruzi fue demostrada en ratones sometidos a timectomia
neonatal, los cuales sufrieron infecciones mas severas que las de los ratones no
sometidos a la timectomia (Kierszenbaum F, 1979). Por otro lado, la exacerbacion de la
parasitemia descripta en personas coinfectadas con VIH con un nimero reducido de
linfocitos T CD4* demuestra la importancia de estas células en el control de la infeccion,
siendo central el desarrollo de un perfil de tipo T colaborador (Th)-1 con produccion de
IFN-y (Rosemberg S, 1992).

Aunque el sistema inmune es capaz de controlar la infeccion por T. cruzi, el parasito
puede sobrevivir y establecer una infeccién cronica en el huésped (Martin DL, 2006;
Tzelepis F, 2006). Esta persistencia parasitaria contribuye al desarrollo de los signos y
sintomas muchos afios o décadas después de la infeccion inicial en aproximadamente
un tercio de las personas con infeccién cronica (Tarleton RL, 2001, 2003). En la Figura
F se resumen los mecanismos inmunes mas importantes para el control de T. cruzi en

el organismo del huésped.
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FIGURA F. Representacién esquematica de la respuesta inmune protectora durante la
infeccién aguda por T. cruzi. Las células presentadoras de antigeno (APC) se encuentran entre
las primeras células que se infectan. Normalmente, las células reaccionan aumentando la
produccion de IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-8 y 6xido nitrico (NO) en un intento de controlar la
infeccion. Las células NK se encuentran entre la primera linea de respuestas y generalmente
producen altos niveles de IFN-a cuando se estimulan con IL-12. El estimulo del perfil Thl y las
células T CD8* contribuyen a eliminar los parasitos intracelulares en los tejidos infectados. Por
otro lado, los antigenos en circulacién estimulan un perfil Th2 que contribuye a la produccién de
anticuerpos especificos. Figura adaptada de Boscardin SB, 2010.

2.13 El agotamiento de la respuesta inmune durante la infeccién crénica por T.

cruzi en humanos y su asociacion con el desarrollo de la cardiomiopatia

Existen dos factores que estan asociados con el desarrollo de la enfermedad, que
interactdan entre si: (1) carga parasitaria; y (2) la efectividad de la respuesta inmune del
huésped para el control del parasito en tejidos especificos. La carga parasitaria depende
a su vez de cuan efectiva es la respuesta inmune del huésped para eliminar los parasitos
o limitar la replicacion de ellos. Las variaciones en la(s) cepa(s) del parasito que infectan
a un individuo ayudan a determinar la carga parasitaria, pero también lo hace la

efectividad de la respuesta inmune, que es muy variable entre individuos.

Estudios realizados en nuestro laboratorio en adultos con infeccién crénica por T. cruzi

provenientes de zonas no endémicas de la Argentina demostraron que el nimero de
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células T especificas para T. cruzi productoras de IFN-y, determinadas por la técnica de
ELISPOT en respuesta a un lisado enriquecido en amastigotes, se correlaciona
inversamente con la severidad de la enfermedad (Laucella SA, 2004, Albareda MC,
2009). Asimismo, la proporcion de pacientes con respuestas positivas para la
produccién de IFN-y antigeno-especifica fue mayor en el grupo GO que los porcentajes
observados en los grupos de pacientes con formas mas severas de la enfermedad
(Laucella SA, 2004, Albareda MC, 2006; Alvarez MG, 2008). Menos del 30% de los
pacientes evaluados mostraron una respuesta positiva de produccion de IL-2 asociada
siempre a IFN-y, en respuesta a antigenos de T. cruzi, mientras que no se registraron
respuestas especificas para T. cruzi con produccion Unica de IL-2, independientemente
del grupo clinico evaluado (Alvarez MG, 2008). Por el contrario, estudios del laboratorio
realizados en nifios en etapas tempranas de la infeccion con T. cruzi, que presuntamente
tienen un tiempo de infeccion méas corto comparado con los adultos, mostraron que las
respuestas de las células T especificas del parasito eran mas robustas y polifuncionales
(Albareda MC, 2013, Albareda MC, 2018). La respuesta celular T polifuncional es
importante porque estas células estan optimizadas para la funcion efectora, lo que
incluye una mayor secrecion de IFN-y por célula, una muerte celular inducida por IFN-y
y TNF-a mas eficiente en comparacién con cualquier citocina sola y una mayor
expansion de las células T mediada por IL-2 de forma autocrina o paracrina, lo que
podria mejorar la funcion de memoria de las células T (Seder RA, 2008; Virgin HW,
2009). Otros hallazgos en nuestro laboratorio han demostrado que los pacientes
cronicamente infectados por T. cruzi en estadios mas avanzados de la enfermedad
muestran un perfil fenotipico de la poblacion de células T CD8* enriquecido en células
de memoria completamente diferenciadas, asi como también disminucion de linfocitos
T virgenes totales y una alta tasa de apoptosis (Albareda MC, 2006). Asimismo, se
encontré una mayor expresion del antigeno linfocitico T citotéxico 4 (CTLA-4) en las
células T CD4* productoras de IFN-y en respuesta a T. cruzi y en los linfocitos T CD3*
gue infiltran los tejidos cardiacos de los individuos con miocarditis (Arglello RJ, 2012).
En un estudio reciente (Albareda MC, 2015) mostramos que los individuos crénicamente
infectados por T. cruzi sin signos de disfuncion cardiaca presentan mayores frecuencias
de linfocitos T CD127 CD132*, es decir que presentan una modulacion de la cadena
CD127. Por el contrario, los pacientes con mayor compromiso cardiaco presentan
linfocitos T enriquecidos en células que expresan la cadena CD127. Estos resultados
indicarian que en los pacientes en estadios clinicos menos severos las células T son
capaces de modular la expresion del IL-7R. Asimismo, en pacientes con miocardiopatia

se observé una menor funcionalidad del IL-7R.
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Otros autores también mostraron frecuencias mas altas de células productoras de IFN-
y circulantes en pacientes en estadios menos avanzados de la infeccion cronica que en
pacientes con cardiomiopatia mas avanzada (Egui A, 2012; Lasso P, 2015). Asimismo,
también se ha mostrado que los nifios en etapas tempranas de la infeccion cronica por
T. cruzitienen células T CD4" secretoras de IFN-y y TNF-a en respuesta a antigenos de
T. cruzi (Samudio M, 1998; Sathler-Avelar R, 2006). Sin embargo, estas respuestas se
las asociaron con la produccién de IL-10 por las células T CD4* (Sathler-Avelar R, 2006),
apoyando la idea que el apropiado balance de una respuesta proinflamatoria y a
antiinflamatoria son las adecuadas para evitar la induccion de dafio cardiaco. En
concordancia con estos hallazgos, una mayor produccién de IL-10 se ha observado en
pacientes que no presentan signos de enfermedad cardiaca (Gomes JA, 2003; Guedes
PM, 2012; Gomes JA, 2014), mientras que en otras investigaciones el nivel de células
productoras no fue detectable (Abel LC, 2001) o no varié entre los distintos grupos
clinicos (de Arautjo FF, 2012). En oposicién con nuestros hallazgos, en otros estudios se
observé una mayor produccién de IFN-y después de estimular PBMCs con antigenos
de T. cruzi en pacientes con miocardiopatia severa que en aquellos que no presentaban
signos de enfermedad cardiaca (Abel LC, 2001; Gomes JA, 2003; Cuellar A, 2009;
Guedes PM, 2012; de Aratjo FF, 2012; Longhi SA, 2014). Otros estudios también
mostraron indicios de agotamiento inmune en las células de pacientes con enfermedad
de Chagas, como una baja capacidad proliferativa y la inhibicion de la expresion de
CD28 y CD3C (Giraldo NA, 2013), mayor produccién de 6xido nitrico concomitante
(Sanmarco LM, 2016) y aumento de la expresidn de receptores inhibitorios en las células
T (Lasso P, 2015; Pérez-Antén E, 2018).

2.14 Hipotesis y Objetivos

La hipétesis de este trabajo es que la estimulacion persistente del sistema inmune
sostenida por la infeccion cronica alteraria la respuesta a la citocina IL-7 y otras citocinas
gue median sefalizacion a través de STAT, y estas alteraciones serian diferentes en los
distintos estadios clinicos de la enfermedad de Chagas. Esta disfuncion en el eje de la
citocina IL-7 podria ser responsable, en cierta medida, de la dificultad de mantener los
niveles de linfocitos T virgenes y de memoria especificos para T. cruzi a lo largo de la

infeccion exacerbando el proceso de agotamiento inmunoldgico.

Esta hip6tesis se aborddé mediante los siguientes objetivos:
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Objetivo General

Estudiar la relacion entre la via de sefializacion del receptor de IL-7 y la funcionalidad
de linfocitos T especificos para T. cruzi en pacientes en distintos estadios clinicos de la
infeccion crénica, asi como también evaluar citocinas que compartan la via de

sefalizacién a través de STAT5 y mecanismos inhibitorios que actlan sobre este eje.

Objetivos Especificos

Objetivo 1: Analizar la expresion de la cadena a (CD127) y la cadena yc (CD132) del
receptor de IL-7 en las poblaciones de linfocitos T virgenes y de memoria en las células
mononucleares periféricas de pacientes en distintos estadios clinicos de la enfermedad

de Chagas y su correlacién con la capacidad funcional del receptor de IL-7.

Objetivo 2: Determinar si la expresién y funcionalidad del receptor de IL-7 en los
pacientes en distintos estadios de la enfermedad de Chagas crénica se relaciona con
magnitud de la respuesta celular T especifica para T. cruzi. Para ello se evaluara:

2a- La relacion entre la expresion del receptor de IL-7 y la capacidad de producir
IFN-y de los linfocitos T circulantes en respuesta a antigenos derivados de T. cruzi.

2b- La relacién entre la respuesta funcional del receptor de IL-7, medida a través
de la fosforilacion de STATS5 y la expresién de los marcadores CD25 y Bcl-2, y la
capacidad de producir IFN-y de los linfocitos T circulantes en respuesta a antigenos

derivados de T. cruzi.

Objetivo 3: Evaluar los niveles séricos de IL-7 y de su receptor soluble, de citocinas que
activan STATS y citocinas inflamatorias, y su asociaciéon con los niveles de expresion
del receptor de IL-7 en linfocitos T CD4 y CD8 y con la respuesta T especifica para T.

cruzi.

Objetivo 4: Determinar si es posible restaurar la capacidad funcional de los linfocitos T

especificos para T. cruzi mediante la estimulacion ex vivo con IL-7, IL-27 e IL-15.
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3 PoBLACION Y METODOS
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3.1 Disefio Experimental

Para la realizacion de los distintos ensayos se tomaron muestras de sangre periférica
aislandose las células mononucleares (PBMCs) y muestras de suero. Se realiz6 una
caracterizacién fenotipica y funcional de los receptores de las citocinas IL-7 e IL-27 en
individuos adultos con serologia positiva para T. cruzi, en distintos estadios clinicos de
la enfermedad de Chagas croénica, y en individuos no infectados. Para la evaluacién
fenotipica se determiné la expresion de los componentes del IL-7R, CD127 y CD132, y
del IL-27R, WSX-1 y CD130, en las poblaciones de linfocitos T virgenes, efectores y de
memoaria utilizando la técnica de citometria de flujo. Para la caracterizacion funcional del
IL-7R y del IL-27R, las PBMCs fueron estimuladas con IL-7 recombinante humana (rhlL-
7) o IL-27 (rhIL-27) determindndose luego por citometria de flujo la fosforilacion del factor
de transcripcion STAT5, la expresion de CD25 y de Bcl-2, y por retrotranscriptasa-PCR
cuantitativa (QRT-PCR) la expresion de MIG (CXCL9), Granzima B (GZMB), T-bet
(TBX21), y Eomesodermina (EOMES).

Evaluamos si la expresién y la funcionalidad del IL-7R y/o del IL-27R se asocian con la
magnitud de la respuesta celular T especifica para T. cruzi en los pacientes con infeccion
cronica por T. cruzi. Para ello, determinamos el nimero de células T productoras de
IFN-y especificas para el parasito utilizando ensayos de ELISPOT vy los pacientes se
agruparon de acuerdo con la respuesta encontrada en dos grupos: los individuos que
mostraron respuestas positivas para IFN-y se denominaron "productores de IFN-y" (P)
y aquellos con respuestas de ELISPOT por debajo del criterio de positividad se

denominaron "no productores de IFN-y" (NP).

Se estudiaron los niveles séricos de IL-7 y del receptor soluble de IL-7 (sIL-7R o
sCD127) en comparacion con los controles no infectados y su posible correlacion con la
expresion del IL-7R en linfocitos T CD4* y CD8*, asi como también con la respuesta
especifica hacia el parasito. También, se determiné la concentracién de otras citocinas
capaces de activar STAT5, tales como, IL-9, IL-21 e IL-27, y citocinas inflamatorias (IL-
8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF e IL-12), y se evalud su potencial relacion con la funcion del
eje IL-7/IL-7R.

Por ultimo, se evalué si el tratamiento in vitro con IL-7, IL-27 e IL-15 era capaz de restituir
la produccion IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi en PBMCs de personas adultas
con serologia positiva para T. cruzi, en distintos estadios clinicos de la enfermedad de

Chagas cronica (Esquema A).
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ESQUEMA A. Disefio experimental.

3.2 Poblacién Estudiada

Para la realizacién de este trabajo se incluyeron pacientes con enfermedad de Chagas
crénica residentes en la Provincia de Buenaos Aires que concurrieron a la Unidad de
Chagas del Hospital "Eva Perén", Provincia de Buenos Aires. Todos los participantes
fueron evaluados clinica y cardiolégicamente por médicos cardiélogos de la seccién
de Chagas del Hospital Eva Peron a fin de determinar su estadio clinico y agruparlos
de acuerdo con la clasificacion de Kuschnir modificada (Kuschnir E, 1985; Viotti R,
2011). Para esto se realiz6 la serologia para T. cruzi, junto con un examen fisico,
un electrocardiograma, radiografia de térax y un ecocardiograma. La reactividad
hacia el T. cruzi se evaluo en el Instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala
Chaben, utilizando las técnicas convencionales de ELISA, hemaglutinacion e

inmunofluorescencia (WHO, 2012).

En total se incluyeron 143 individuos con infeccion crénica por T. cruzi, en un rango
de edad entre 21 y 76 afos. Tres pacientes, uno en estadio G1 y dos en estadio G2,
habian sido tratados con benznidazol seis afios antes de su inclusion en este trabajo,
pero ninguno de ellos mostr6 cambios en los titulos de anticuerpos comparado con
sus titulos iniciales y uno de ellos progresé de estadio G1 a G2, por lo tanto, el
tratamiento no habia sido efectivo en estos pacientes. Se incorporaron también 41

individuos no infectados con serologia negativa para T. cruzi que nunca habian
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residido en zona endémica al momento de ser incluidos en el proyecto. Se excluyeron
del estudio a aquellos pacientes infectados o controles seronegativos con
antecedentes de hipertensién arterial, enfermedad cardiaca vascular, isquémica o
congénita, cancer, infeccion por HIV, sifilis, diabetes, artritis o alergia. El protocolo de
estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital “Eva Perén”. La participacion
de los pacientes queddé documentada mediante la firma de un consentimiento

informado. Las caracteristicas de la poblacion estudiada se muestran en la Tabla I.

TABLA I. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Grupo n Rango de Edad Tratamiento Género
(mediana), afios etiolégico Masculino Femenino
GO 68 26-63 (42) 0/68 31 37
G1 41 21-66 (46) 1/41 16 25
G2 13 26-64 (48) 2/13 8 5
G3 21 40-76 (61) 0/21 16 5
No Infectados 41 28-65 (45) - 15 26
3.3 Serologia

El diagndstico seroldgico para T. cruzi se confirmé en todos los participantes mediante
inmunofluorescencia indirecta, hemaglutinacion indirecta y ELISA, en el Departamento
de Diagnéstico del Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala Chaben” (WHO,
2012). Todas las muestras fueron analizadas con los tres métodos en simultaneo,
considerandose como seroreactivos a aquellos sueros que reaccionaron positivamente

en al menos dos de las tres pruebas realizadas.

3.4 Aislamiento de Células Mononucleares Periféricas

Las PBMCs fueron obtenidas a partir de muestras de aproximadamente 50 mL de
sangre periférica de individuos infectados y controles no infectados, extraidas del
antebrazo mediante el sistema de coleccién al vacio, utilizando tubos con heparina
(Vacutainer, BD, San Diego, CA, USA). Las PBMCs fueron separadas por centrifugacion
diferencial de la sangre durante 25 minutos a 1800 revoluciones por minuto (rpm), con
Ficoll-Hypaque (Amersham, Little Chalfont, Reino Unido). Luego de la centrifugacion se
separ6 el halo blanquecino correspondiente al concentrado de PBMCs, el cual fue
resuspendido posteriormente en RPMI 1640 (Corning, NY, USA), suplementado con 20
mmol/L de HEPES, 2 mmol/L de L-glutation, 1 mmol/L de piruvato, 0.1 mmol/L de
aminoacidos no esenciales, 50 U de penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina y 50 umol/L
de 2-B-mercaptoetanol. Luego de dos lavados de 10 minutos, cada uno en RPMI

mediante centrifugacion a 1600 rpm, las PBMCs fueron resuspendidas en medio de
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cultivo RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFB; NOTACOR,
Cérdoba, Argentina) [RPMI completo] y criopreservadas en nitrégeno liquido hasta su
utilizacion. La criopreservacion se realizd utilizando igual volumen de una solucién
compuesta de 80% de SFB y 20% dimetilsulfoxido.

3.5 Cultivo de los paréasitos y preparacion del lisado de proteinas

Lisado de T. cruzi

En este trabajo se utilizo la cepa T. cruzi Brasil mantenida in vitro en cultivo de células
VERO con medio RPMI completo. Las células VERO fueron cocultivadas con los
parésitos durante 24 h para permitir la infeccion de las células y luego fueron lavados
con RPMI para extraer los tripomastigotes que hubieran permanecido en el
sobrenadante. Los cultivos celulares fueron observados diariamente en un microscopio
de fase invertido para evaluar la evolucién de la infeccion. Una vez producida la
liberacion de tripomastigotes al medio, el sobrenadante fue centrifugado a 2300 rpm.
Luego, el precipitado de tripomastigotes fue resuspendido e incubado durante 16-20 h
en medio RPMI completo acidificado con buffer fosfato/citrato 1 M (1 % de buffer
fosfato/citrato en RPMI completo), ajustado a pH=5 con HCI, estéril, para transformar
las formas tripomastigotes en amastigotes. Transcurrido este tiempo, los cultivos fueron
centrifugados a 3000 rpm para precipitar los amastigotes y luego lavados con PBS estéril
frio a la misma velocidad. El precipitado fue congelado a -20°C hasta obtener una
cantidad considerable de estos. Finalmente, los pellets de parasitos fueron sometidos a
un proceso de congelado a -70°C durante mas de 20 min y posterior descongelado,
seguido de una agitacién vigorosa utilizando un vértex durante 10 segundos. Se repitié
el proceso cuatro veces, seguido de una incubacion nocturna a -70°C, y tres ciclos mas,
idénticos a los mencionados anteriormente, al dia siguiente. Posteriormente, la muestra
fue sonicada tres veces durante 10 seg, para liberar las proteinas. EI homogenato fue
centrifugado a 12000 rpm durante 30 min a 4°C obteniéndose en la fraccion soluble las

proteinas derivadas de los amastigotes.

Determinacién de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracién de proteinas obtenida luego de la preparacion del
lisado de T. cruzi se utiliz6 un micrométodo adaptado de la técnica descripta por
Bradford en 1976. A 10 uL de cada muestra se le agregaron 200 pL del reactivo de
Bradford y se midi6 la D.O. a 595 en un espectrofotometro. Las muestras fueron

analizadas por duplicado y patrones de albdimina sérica bovina fueron utilizados para la
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construccion de una curva de calibracién, en base a la cual se determin6 la

concentracion proteica de las muestras de lisado del parasito.

3.6 Determinacion de la magnitud de la respuesta celular T especifica para T.

cruzi.

Para determinar el nimero de células T productoras de IFN-y especificas para T. cruzi
se realizaron ensayos de ELISPOT, utilizando un kit comercial (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA). Un anticuerpo monoclonal anti IFN-y fue sembrado en microplacas de
96 pocillos con fondo de nitrocelulosa estériles durante 18 h a 4°C. Luego de la
incubacion las placas fueron lavadas con 200 pL de RPMI completo y se bloguearon los
sitios antigénicos inespecificos con RPMI completo durante 2 h a temperatura ambiente.
Se sembraron 4x10° PBMCs/pocillo y se estimularon con 10 ug/mL de lisado de
amastigotes de T. cruzi, en presencia o ausencia de rhiL-7 (50 ng/mL, Abcam, Reino
Unido) o rhlL-27 (50 ng/mL, R&D, Minneapolis, MN, USA) por 16-20 h a 37°C con 5%
CO,. Como control positivo se estimularon las células con 20 ng/mL de Forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) y 500 ng/mL de lonomicina (ambos de Sigma-Aldrich, San
Luis, Misuri, USA) y el control negativo consisti6 en medio de cultivo completo.
Posteriormente se agregd un anticuerpo anti-IFN-y biotinilado por 2 h a temperatura
ambiente y los puntos definidos (spots), cada uno representando una célula productora
de IFN-y, se revelaron utilizando estreptavidina-peroxidasa seguido del agregado de
aminoetilcarbazol como sustrato. Se determindé el niumero de células productoras
mediante un lector de ELISPOT (CTL, Shaker Heights). La respuesta especifica para T.

cruzi fue calculada de la siguiente manera:
Respuesta especifica a T.cruzi = N° CPS estimulado — N° CPS no estimulado

Las respuestas al lisado de amastigotes de T. cruzi fueron consideradas positivas si se
observaban un minimo de diez “spots” por pocillo y si este nimero era, al menos, el
doble del valor del pocillo sin estimular. A partir de los resultados, los individuos que
mostraron respuestas de ELISPOT positivas para IFN-y se denominaron "productores
de IFN-y" (P) y aquellos con respuestas de ELISPOT por debajo del criterio de

positividad se denominaron "no productores de IFN-y" (NP).

3.7 Anticuerpos monoclonales utilizados

Los anticuerpos monoclonales utilizados para la realizacién de los ensayos de citometria

de flujo se detallan en la Tabla II.
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TABLA Il. Anticuerpos monoclonales

Especificidad Clon Fluorocromo Marca Comercial
CD3 SK7 APC Cy7 BD Bioscience
CD4 SK3 PerCP BD Bioscience
RPA-T4 APC BD Bioscience
RPA-T4 APC Cy7 BD Bioscience
RPA-T4 Pacific Blue (PB) BD Bioscience
CD8 SK1 FITC BD Bioscience
HIT8a PerCP BD Bioscience
RPA-T8 PE BD Bioscience
RPA-T8 PE Cy5 BD Bioscience
CD25 M-A251 FITC BD Bioscience
CD28 CD28.2 PE Cy7 BD Bioscience
CD45RA HI100 FITC BD Bioscience
CD127 HIL-7R-M21 Alexa Fluor (AF) 647 BD Bioscience
CD130 AM64 PE BD Bioscience
CD132 AG184 PE BD Bioscience
CD279 EN12.1 PE Cy7 BD Bioscience
Bcl-2 MHCBCL04 PE Invitrogen
pSTAT1 PS727 AF 488 BD Bioscience
pSTAT3 4/P-STAT3 AF 647 BD Bioscience
pSTAT5 47/Stat5(pY694) PE BD Bioscience
IFN-y MslgG1 AF 488 BD Bioscience
WSX-1 FAB14791A APC R&D

3.8 Receptor de IL-7

Andlisis fenotipico del Receptor de IL-7

Para caracterizar el fenotipo del IL-7R en la poblacion total de linfocitos T virgenes y

recientemente emigrados del timo (RTE), de memoria y efectores totalmente

diferenciados (TTE) se utilizaron ensayos de citometria de flujo policroméatica. En la

Tabla lll se indican las combinaciones de anticuerpos para cada poblacién estudiada.

TABLA Ill. Combinacién de anticuerpos monoclonales para cada poblacién de linfocitos T

Marcador RTE Virgenes Memoria TTE
Viabilidad

(FV510) ) ) i i
CD4 +/- +/- +/- +/-
CD8 +/- +/- +/- +/-
CD45RA + + - +
CD127 + + +/- -
CD132 - -/+ + +

Un total de 500.000 células fueron incubadas con los anticuerpos correspondientes para

cada marcador por 30 minutos en hielo y oscuridad. Posteriormente, las células fueron

lavadas una vez en PBS conteniendo 4% SFB por centrifugacion a 1600 rpm durante

10 min, y resuspendidas en paraformaldehido (PFA) al 2% hasta ser leidas en el

citbmetro de flujo. En el caso del marcador de viabilidad celular Fixable Viability Stain

35



Poblacién y Métodos

510 (FV510, BD Bioscience, San Diego, CA, USA) las células fueron incubadas con 1
pL del stock, durante 15 min a temperatura ambiente, lavadas con 2 mL de PBS y
resuspendidas en PBS con 4% de SFB previamente a la tincidn con los anticuerpos
correspondientes. Se adquirieron al menos 200.000 eventos/muestra en un citbmetro
de flujo FACS Aria Il (BD). El analisis de los datos obtenidos se realiz6 mediante el
programa Flowjo X (Tree Star), seleccionandose la poblacién de linfocitos de acuerdo
con la granulosidad y tamafio de las células (FSC vs SSC), y luego las células viables
en funcién del marcador de viabilidad. Para cada muestra se obtuvo el porcentaje de

linfocitos T CD4* y CD8*, que expresaban el conjunto de marcadores estudiado.
Analisis funcional del Receptor de IL-7

Fosforilacion del Factor de Transcripcion STAT5

Aproximadamente 2x10® PBMCs fueron cultivadas durante 20 h en un medio de cultivo
libre de suero (AIM-V, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y luego estimuladas con 100
ng/mL de rhIL-7 (Abcam, Reino Unido) durante 15 min a 37°C, en una atmdsfera de 5%
de CO.. Las células fueron lavadas con buffer de tincion (PBS 1X con 4% de SFB),
incubadas con anticuerpos monoclonales para CD4 y CD8 de clones resistentes a la
permeabilizacién con metanol (RPA-T4 y HIT8a respectivamente) por 15 min en hielo e
inmediatamente fijadas con un volumen igual de PFA 4% a 37°C durante 10 min para
mantener el estado de fosforilacién de STATS5. Las células fueron centrifugadas y el PFA
removido por aspiracién. Luego se permeabilizaron con 1 mL de metanol 90% en PBS
1X en hielo y oscuridad durante 30 min y posteriormente se lavaron dos veces con buffer
de tincion. Finalmente, fueron incubadas con un anticuerpo intracelular para STAT5
fosforilado (pSTATS5) durante 30 min a temperatura ambiente. Las muestras se
adquirieron en un citdmetro FACScalibur (BD, San Diego, CA, USA) y fueron analizadas
con el programa Flowjo X (Tree Star, San Carlos, CA, USA) seleccionandose la
poblacion de linfocitos de acuerdo con la granulosidad y tamafio de las células (FSC vs
SSC). Para cada paciente se obtuvo el porcentaje de fosforilacion inducida por IL-7 del
STATS5 (A % pSTATSY) para linfocitos T CD4* y CD8" a partir de la diferencia del
porcentaje de células pSTAT5* entre las muestras estimuladas y no estimuladas con
rhiL-7. El valor de fosforilacion basal de STATS fue obtenido del cultivo de células sin

estimular con rhiL-7.

Expresion de CD25y Bcl-2

Un total de 2x10° PBMCs fueron cultivadas en medio RPMI completo en presencia o

ausencia de 10 ng/mL de rhlL-7 por 48 h. Luego de la incubacion las células fueron
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lavadas e incubadas con anticuerpos monoclonales para CD4, CD8 y CD25 por 30 min
en hielo seguido de un paso de permeabilizacién celular utilizando la solucion comercial
Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) siguiendo las instrucciones
del manufacturador. Posteriormente, las células fueron incubadas con anti-Bcl-2
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 30 min a 4°C, lavadas dos veces con la solucion
comercial Perm/Wash (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) y resuspendidas en PBS
1X conteniendo 2% de PFA. Las muestras se adquirieron en un citémetro de flujo
FACScalibur (BD) y fueron analizadas con el programa FlowJo X (Tree Star, San Carlos,
CA, USA). El nivel de induccion de la expresion de Bcl-2 y CD25 en cada paciente y
control no infectado fue determinada mediante la diferencia entre los cultivos
estimulados y no estimulados. La molécula Bcl-2 se expresa constitutivamente por lo
que se decidio utilizar el cambio de la intensidad de fluorescencia media (IFM) luego del

tratamiento de los cultivos de PBMCs con rhlL-7.

3.9 Caracterizacion fenotipica de los linfocitos T productores de IFN-y
especificos para T. cruzi

Para caracterizar el fenotipo de la poblacién de linfocitos T CD4* especificos de T. cruzi
se determind la expresion de los marcadores CD127, CD132 y CD279 (PD-1) sobre la
poblacion productora de IFN-y luego de la estimulaciéon de las PBMCs (4x10°) con 15
pMg/mL de lisado de T. cruzi durante 20 h. Se estimularon las células con enterotoxina B
estafilococica (SEB, 1 pg/mL; Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, USA), como control
positivo o con medio de cultivo solo, como control negativo. Durante las Gltimas 5 h de
incubacién se agregaron 10 ug/mL de Brefeldin A (BD, San Diego, CA, USA) y luego las
células fueron lavadas e incubadas con 1 pL de stock de FV510, durante 15 min a
temperatura ambiente. Luego fueron lavadas con 2 mL de PBS, resuspendidas en PBS
con 4% de SFB e incubadas con los anticuerpos monoclonales CD4, CD127, CD132 y
CD279 (PD-1) durante 30 min en hielo y oscuridad. Posteriormente las células fueron
permeabilizadas utilizando la solucién comercial Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen,
San Diego, CA, USA) por 20 min. Las células fueron incubadas con un anticuerpo
monoclonal para IFN-y por 30 min a 4°C, lavadas dos veces con la soluciéon comercial
Perm/Wash (BD) y resuspendidas en PBS 1X conteniendo 2% de PFA, para fijarlas. Las
muestras fueron leidas con un citémetro de flujo FACS Aria Il (BD) y luego los datos
fueron analizados con el programa FlowJo X (TreeStar, San Carlos, CA, USA). El
andlisis de la expresion de los marcadores CD127, CD132 y PD-1 se realiz6

seleccionando la poblacion de linfocitos T CD4* productores y no productores de IFN-y.
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3.10 Mediciones en suero.

Los niveles en suero de IL-7, IL-9, IL-21, IL-27 (Abcam ab185984, ab100577, ab119542,
ab83695 respectivamente, Reino Unido) y del receptor soluble de IL-7 (sCD127 o slL-
7Ra, MyBioSource MBS763833, San Diego, CA, USA) fueron medidos por duplicado
utilizando kits comerciales de ELISA. Para ello se utilizaron microplacas de cultivo de 96
pocillos recubiertas con los anticuerpos monoclonales especificos para cada una de las
citocinas o para el receptor de sCD127. Luego se agregaron 100 uL de las muestras de
suero de individuos crénicamente infectados con T. cruzi y controles no infectados o las
distintas cantidades de las citocinas recombinantes utilizadas para la curva de
calibracién (rangos: IL-7, 1.6 pg/mL - 100 pg/mL; IL-9, 0.04 ng/mL - 30 ng/mL; IL-21, 78
pg/mL - 5000 pg/mL; IL-27, 31.25 pg/mL - 1000 pg/mL), por duplicado. Las muestras de
suero fueron diluidas 1:2 previo al ensayo, excepto para medir IL-9 y sCD127 donde se
utilizaron las muestras sin diluir. Las muestras fueron incubadas con anticuerpos
conjugados biotinilados durante 1-3 h, dependiendo del kit utilizado, a temperatura
ambiente, con agitacion. Luego, se agregd estreptavidina-HRP durante 1 h a
temperatura ambiente. Finalmente, el substrato enzimatico TMB fue adicionado a todos
los pocillos. La reaccion fue detenida por adicion de solucién acida y los valores de D.O

se midieron en un espectrofotémetro a 450 nm de longitud de onda primaria.

Las citocinas inflamatorias (IL-8, IL-1(, IL-6, IL-10, TNF-a e IL-12) fueron medidas por
ensayo citométrico de perlas (CBA, BD Biosciences 551811, San Diego, CA, USA).
Brevemente, las muestras de suero fueron diluidas 1:2, y las distintas cantidades de las
citocinas recombinantes utilizadas para la curva de calibracién fueron preparados segun
las instrucciones del manufacturador. 50 L de cada muestra se incubaron con 50 pL
de mezcla de perlas de captura resuspendidas en una solucién amortiguadora de pH
para sueros que provee el kit, durante 1 h 30 min a temperatura ambiente en oscuridad.
Luego se incubaron con 50 uL de anticuerpo de deteccion conjugado con PE durante 1
h 30 min a temperatura ambiente y oscuridad. Las muestras fueron adquiridas en un
citdmetro de flujo FACScalibur (BD) y analizadas con el programa FCAP Array Software
(BD).

3.11 Receptor de IL-27
Andlisis fenotipico del Receptor de IL-27

Para caracterizar el fenotipo del IL-27R en la poblacién total de linfocitos T virgenes y
de memoria se utilizaron ensayos de citometria de flujo policromética. En la Tabla IV se

indican las combinaciones de anticuerpos para cada poblacion estudiada.
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TABLA IV. Combinacién de anticuerpos monoclonales para cada poblacion de linfocitos T

Marcador Virgenes Memoria
CD3 + +

CD4 +/- +/-

CD8 +/- +/-
CD45RA + -

CD28 + +/-
CD130 + +

WSX-1 + +

Un total de 500.000 células fueron incubadas con los anticuerpos correspondientes para
cada marcador por 30 minutos en hielo y oscuridad. Posteriormente, las células fueron
lavadas una vez en PBS conteniendo 4% SFB por centrifugacion a 1600 rpm durante
10 min, y resuspendidas en PFA al 2% hasta ser leidas en el citometro de flujo. Se
adquirieron al menos 300.000 eventos/muestra en un citdbmetro de flujo HyperCyAn
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). El andlisis de los datos obtenidos se realizo
mediante el programa Flowjo X (Tree Star, San Carlos, CA, USA), seleccionandose la
poblacion de linfocitos de acuerdo con la granulosidad y tamafo de las células (FSC vs
SSC). Para cada paciente se obtuvo el porcentaje de linfocitos T CD4* y CD8" que

expresaban el conjunto de marcadores estudiado.

Modulacién de la expresion del IL-27R

Las PBMCs (2x10°) fueron cocultivadas con tripomastigotes (cepa Brasil) derivados de
cultivo de células Vero, en una proporcion de 1:5 células/parasitos en una placa de
cultivo de 24 pocillos a 37°C en atmoésfera de 5% de CO; y 99% de humedad durante
48 h. Luego de la incubacion, las células fueron lavadas con PBS suplementado con 4%

de SFB, y se realizo la tincién de la superficie celular como se describid anteriormente.

Andlisis funcional del Receptor de IL-27

Aproximadamente 2x10° PBMCs fueron cultivadas durante 20 h en un medio de cultivo
libre de suero (AIM-V, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y luego estimuladas con 200
ng/mL de rhlL-27 (R&D, Minneapolis, MN, USA) durante 15 min a 37°C, en una
atmosfera de 5% de CO.. Las células fueron lavadas con buffer de tincion (PBS 1X con
4% de SFB), incubadas con anticuerpos monoclonales para CD3, CD4 y CD8 de clones
resistentes a la permeabilizacién con metanol (SK7, RPA-T4 y HIT8a respectivamente)
por 15 min en hielo e inmediatamente fijadas con un volumen igual de PFA 4% a 37°C
durante 10 min para mantener el estado de fosforilacion de los STATSs Las células fueron
centrifugadas y el PFA removido por aspiracién. Luego se permeabilizaron con 1 mL de

metanol 90% en PBS 1X en hielo y oscuridad durante 30 min y posteriormente se
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lavaron dos veces con buffer de tincion. Finalmente, se incubaron con un anticuerpo
intracelular para STAT1, STAT3 y STATS5 fosforilados (pSTAT1, pSTAT3 y pSTATS
respectivamente) durante 30 min a temperatura ambiente. Las muestras se adquirieron
en un citdmetro HyperCyAn (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) y fueron analizadas con
el programa Flowjo X (Tree Star, San Carlos, CA, USA) seleccionandose la poblacion
de linfocitos de acuerdo con la granulosidad y tamafio de las células (FSC vs SSC). Para
cada paciente se obtuvo el porcentaje de fosforilacién inducida por IL-27 de cada STAT
(A % pSTATX") para linfocitos T CD4* y CD8* a partir de la diferencia del porcentaje de
células pSTATX" entre las muestras estimuladas y no estimuladas con rhiL-27. El valor
de fosforilacion basal de cada STAT fue obtenido del cultivo de células sin estimular con
rhiL-27.

3.12 Expresién Génica (Real Time RT-PCR)

Se cultivaron 2x10° PBMCs en una placa de 24 pocillos durante 24 h en medio AIM-V
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Durante las ultimas 6 h de incubacién, las células se
estimularon con rhiL-27 (concentracion final 50 ng/mL). Como control, un pocillo por
paciente se incubd solo con medio. A continuacion, las células se lavaron tres veces con
1X PBS frio y se aislé6 ARN citoplasmico total usando RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen
74134, Alemania). Brevemente, las células son cosechadas y resuspendidas en un
buffer de lisis conteniendo B-mercaptoetanol y vortexeadas durante 30 seg. El ADN
gendmico es eliminado utilizando columnas de purificacion y luego el eluido es
transferido a una columna de purificacion de ARN. EI ARN (8,5 pL de la muestra de ARN
purificado) se transcribié de forma reversa en ADN complementario y se amplificé en un
volumen total de 20 uL usando el Sistema de Sintesis de Primera Fase SuperScript IlI
(Invitrogen 18080-051, Carlsbad, CA, USA) usando cebadores de oligo-(dT) en
condiciones estandar. La reaccion en cadena de la polimerasa TagMan en tiempo real
(qPCR) se realiz6 en cada muestra usando iQTM SYBR Green Supermix (Bio-Rad 170-
8880, Hercules, CA, USA) en un volumen total de 20 uL. Se utilizaron diluciones 1:40 y
1:200 final en Tris 5 mM de ADNCc para la evaluacién de la expresion de STAT1, STAT3,
STATS5, TBX21, EOMES, CXCL9, GZMB y 1:200 y 1:2000 para GADPH. Las secuencias
de los cebadores utilizados para evaluar la expresion de los genes STAT1, STAT3,
STAT5, TBX21, EOMES, CXCL9, GZMB y GADPH se muestran en la Tabla V. Las
condiciones de la reaccion de qPCR fueron: 1) desnaturalizacién 3 min 95 °C, 2)

amplificacion 15 seg 95 °C, hibridacion 15 seg 60 °C, ciclos 40.
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TABLA V. Cebadores utilizados para gPCR

Gen / Secuencia Cebadores
STAT1/NM_007315.3 F: GTGCCCTGTTGAAGGACCA
R: TCAACCGCATGGAAGTCAGG
STAT3/NM_139276.2 F: CATCCTGAAGCTGACCCAGG
R: TATTGCTGCAGGTCGTTGGT
STAT5B / NM_012448.3 F: GAAGATCAAGCTGGGGCACT
R: GCTTCTCGGACCAACCTCTG
TBX21/NM_013351.1 F: CCACCTGTTGTGGTCCAAGT
R: CATCCTGTAGTGGCTGGTGG
EOMES / NM_001278182.1 F: AGGTTCTGGCTTCCGTGC
R:GCAGTGGGATTGAGTCCGTT
GZMB / NM_004131.5 F: GCCCAGGGCAGATGCAG
R: CTCGTATCAGGAAGCCACCG
CXCL9/NM_002416.2 F: GTGGTGTTCTTTTCCTCTTGGG
R: AACAGCGACCCTTTCTCACT
GAPDH/ NC_000012.12 F: ACCCACTCCTCCACCTTTGAC

R:TCCACCACCCTGTTGCTGTAG

3.13 Restauracion de la capacidad funcional de los linfocitos T. Efecto del
tratamiento con citocinas sobre la expansién de las células T especificas

para T. cruzi

Para evaluar el efecto de las citocinas IL-7, IL-27 e IL-15 sobre la expansion de células
de memoria, 3x10® PBMCs fueron incubadas en placas de 24 pocillos con RPMI
completo durante 10 dias en atmoésfera de 5% COza 37°C, en presencia o0 ausencia de
rhiL-7 o de rhIL-27 (a concentracién final 25 ng/mL) y de lisado de T. cruzi (10 pg/mL
final). Para mantener la viabilidad de las células, se adicioné a los cultivos citocina rhiL-
2 (20 Ul/mL final, BD, San Diego, CA, USA) a los tres dias y medio fresco a los seis
dias de iniciada la incubacién. Luego de los 10 dias, las células fueron lavadas y
resuspendidas en RPMI completo. Las PBMCs cultivadas se analizaron para
determinar la presencia de células T secretoras de IFN-y en respuesta al lisado de T.
cruzi usando el ensayo ELISPOT (como se indic6 en el punto 3.6), sembrando 2x10°
de PBMCs cultivadas/pocillo junto con 1x10° de PBMCs criopreservadas autélogas no

estimuladas/pocillo, como células presentadoras de antigeno (Esquema B).
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ESQUEMA B. Procedimiento para evaluar la expansion de células especificas para T. cruzi en
presencia de citocinas.

3.14 Anaélisis estadistico

La normalidad de los datos fue evaluada por la prueba de Shapiro-Wilk. Los resultados
de las tablas se expresan como medianas y rangos intercuartilicos. Las diferencias entre
pacientes productores de IFN-y (P) y no productores (NP) se determiné por la prueba
de Student o Mann-Whitney, mientras que las diferencias entre los distintos grupos
clinicos fueron evaluadas por por analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba
de Bonferroni o Dunns para comparaciones multiples, segun correspondiese en funcién
de la normalidad de los grupos. Las diferencias en los distintos marcadores evaluados
entre los cultivos de PBMCs tratados con citocinas y/o estimulados con lisado de T.
cruzi, o cocultivados con tripomastigotes de T. cruzi y los cultivos sin estimular fueron
evaluadas por la prueba t para muestras pareadas. Las correlaciones entre los
parametros estudiados se analizaron por las pruebas de Spearman o Pearson, en
funcién de la normalidad de los datos, y se consideraron significativas a valores de p <
0.05. También se realiz6 un analisis univariado y multivariado para definir los parametros
inmunolégicos y seroldgicos que pudieran predecir la respuesta a antigenos de T. cruzi,
evaluado por la prueba de sumas clasificatorias de Wilcoxon o la prueba t para dos
muestras, segun correspondiera en funcién de la normalidad de los datos, para variables
continuas. Los pardmetros con resultados de p<0.05 en el analisis univariado fueron
transformados a escala logaritmica para efectuar el andlisis multivariado, y fueron
incorporados a seis modelos, en los cuales las variables no correlacionaban entre si.
Para expresar los resultados del analisis multivariado utilizamos tasas de probabilidad

de 95% de intervalo de confianza.
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4 Relacion entre la expresion de los componentes del receptor de IL-7,
la funcionalidad del eje IL-7/IL-7R y la respuesta celular T especifica

para T. cruzi

Un estudio previo de nuestro laboratorio (Albareda MC, 2015) demostré que las células
T de pacientes con infeccion crénica por T. cruzi sin signos de disfuncién cardiaca, pero
no asi las células de aquellos con cardiomiopatia severa son capaces de responder mas

eficientemente a la IL-7.

Con el objetivo de profundizar en el estudio de esta via de sefializacién, y determinar si
las alteraciones observadas estan circunscriptas a una poblacion determinada de
linfocitos T, se analiz6 la expresion del IL-7R en las poblaciones de linfocitos T virgenes
y de memoria, y su asociacion con la funcionalidad de la via de sefalizacion en

respuesta a la IL-7 in vitro.

En la Figura 1 puede observarse el proceso de seleccion de las poblaciones de interés
para las distintas subpoblaciones, utilizando el programa de analisis FlowJo X. Los
linfocitos fueron seleccionados en funcion de sus pardmetros de Forward Scatter (FSC)
vs Side Scatter (SSC). Luego, los singuletes fueron elegidos en base a los parametros
FSC-H (height - altura) y FSC-A (area) y las células virgenes, y de memoria fueron
seleccionadas de acuerdo con la expresién de CD45RA y CD127 dentro de la poblacién
de células viables (FV5107). La expresion de los componentes del IL-7R en las células
de memoria se analizé utilizando graficos de distribucién celular. Debido a que los
linfocitos T virgenes expresan la cadena CD127 por definicion, se estudio la Intensidad de
Fluorescencia Media (IFM) de este marcador, utilizando gréaficos de Histogramas (graficos

de frecuencias).

Singuletes

Linfocitos

SSC-A
‘ CD4

i e

FSC-A FSC-H FV510 CD45RA CD45RA

FIGURA 1. Estrategia de seleccion de las subpoblaciones de linfocitos T. Las PBMCs se
incubaron con el marcador de viabilidad celular Fixable Viability 510 (FV510) y con anticuerpos
anti CD4 (o CD8, no se muestra), CD45RA, CD127 y CD132, y se analizaron mediante citometria
de flujo. Luego fue analizado el patron de expresion de CD127 y CD32 en las células de memoria
(CD45RA ) y efectoras totalmente diferenciadas (CD45RA*) y de CD127 en las células T
virgenes (CD45RA*CD127*). Las flechas indican el orden de seleccion de las poblaciones
analizadas. En el cuadrante superior-derecho se ubican las células que expresan ambos
marcadores.
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Las células T virgenes de pacientes con enfermedad de Chagas crénicatienen
baja expresion de la cadena CD127 del receptor de IL-7 independientemente del

estadio clinico

En la poblacion de linfocitos T CD4* y CD8* virgenes de pacientes con enfermedad de
Chagas cronica se observd una baja expresion de la cadena a especifica del IL-7R
(CD127) en comparacion con los individuos no infectados, no observandose diferencias

entre los distintos estadios clinicos de la enfermedad (Figura 2).
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FIGURA 2. Andlisis de la expresion de la cadena especifica a (CD127) del IL-7R, en la
poblacion de linfocitos T CD4* y CD8* virgenes. Las PBMCs fueron incubadas con el
marcador de viabilidad celular FV510 y con anticuerpos monoclonales especificos para CD45RA,
CD8, CD4, CD127 y CD132, y analizadas por citometria de flujo. Cada simbolo representa la
IFM de expresion del CD127 para la poblacién de linfocitos T CD4* (gréafico superior) y CD8* (gréafico
inferior) virgenes (CD45RA*CD127*) de cada individuo evaluado. La linea horizontal indica el valor
de la mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las
comparaciones entre los grupos clinicos de pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo de
individuos no infectados (NI) se realizaron por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para
comparaciones multiples. * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 comparado con NI.
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Los pacientes con enfermedad de Chagas crdnica que no presentan signos de
disfuncién cardiaca poseen mayores frecuencias de células T de memoria que

modulan negativamente la cadena CD127 del receptor de IL-7

En los pacientes que no presentaban signos de disfuncién cardiaca (grupo GO), se
observé menores frecuencias de linfocitos T CD4* y CD8" de memoria (CD45RA™) que
expresaban las dos cadenas del IL-7R, es decir con fenotipo CD127*CD132*, en
comparacion con los individuos no infectados. Asimismo, se observo una tendencia
positiva significativa de mayores niveles de linfocitos T CD4*y CD8" con fenotipo
CD127*CD132* a mayor compromiso cardiaco de los pacientes (Figura 3A y 3C). De
forma independiente del estadio clinico, los individuos infectados mostraron mayores
frecuencias de células T de memoria CD4* y CD8* con fenotipo CD127 CD132*,
observandose una tendencia negativa en los niveles de esta poblacion de linfocitos T a

medida que aumentaba la severidad de la enfermedad cardiaca (Figura 3B y 3D).
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FIGURA 3. Analisis de la expresion de los componentes del IL-7R en la poblacion de
linfocitos T CD4*y CD8* de memoria. Las células mononucleares periféricas provenientes de
pacientes en distintos estadios clinicos de la infeccion crénica por T. cruzi fueron incubadas
con los anticuerpos monoclonales especificos para CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132 y con
el marcador de viabilidad FV510, y analizadas por citometria de flujo. Cada simbolo representa
el porcentaje de células CD127+~CD132* en la poblaciéon de linfocitos T CD4* (A-B) y CD8* (C-D)
de memoria (CD45RA ) de cada individuo evaluado. La linea horizontal indica el valor de la
mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las
comparaciones entre los grupos clinicos de pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo de
individuos no infectados (NI) se realizaron por ANOVA seguido de la prueba de Bonferroni para
comparaciones multiples. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 comparado con NI. Lalinea
oblicua indica tendencia significativa entre medianas determinado por ANOVA seguido de la prueba
de tendencia lineal entre medianas. A: pendiente (m)=4,08 p=0,0001***; B: m=-4,96 p<0,0001****;
C: m=4,42 p<0,0001****; D: m= -5,22 p<0,0001****,

Las células T CD45RA* estdn conformadas principalmente por linfocitos T efectores
terminalmente diferenciados y linfocitos T virgenes (Harari A, 2006; Appay V, 2008). Por
este motivo, en base a la expresion de CD127 y CD132, también medimos la proporcion
de células recientemente emigradas del timo (RTE) (CD127*CD1327) y células T
terminalmente diferenciadas (TTE) (CD127—CD132%) (Sasson SC, 2012; Fink PJ, 2013),
en las células T CD45RA".

Los pacientes que no presentaban signos de disfuncion cardiaca (GO) mostraron
menores frecuencias de células RTE circulantes entre la poblacion de linfocitos T CD4*
comparado con los individuos no infectados (Figura 4A). La frecuencia de linfocitos T
CD8* RTE fue menor en los individuos crénicamente infectados independientemente del

estadio clinico que en los individuos no infectados (Figura 4B).
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FIGURA 4. Frecuencias de linfocitos T recientemente emigrados del timo en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica. Las PBMCs fueron incubadas con el marcador de viabilidad
celular FV510 y con los anticuerpos monoclonales especificos para CD45RA, CD8, CD4, CD127
y CD132, y analizadas por citometria de flujo. Cada simbolo representa la frecuencia de linfocitos
T recientemente emigrados del timo en la poblacién CD4*CD45RA* (A) y CD8*CD45RA* (C) en
cada individuo evaluado. La linea horizontal indica el valor de la mediana. Los simbolos negros
llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las comparaciones entre los grupos
clinicos de pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo de individuos no infectados (NI) fueron
realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones mdltiples. * p<0,05; **
p<0,01 comparado con NI.

La poblacién TTE CD4* y CD8* se encontré enriquecida en células con fenotipo CD127—
CD132* en los pacientes con enfermedad de Chagas crénica, comparado con los
individuos no infectados. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre

los distintos estadios clinicos (Figura 5).
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FIGURA 5. Frecuencias de linfocitos T efectores terminalmente diferenciados en pacientes
con enfermedad de Chagas crénica. Las PBMCs fueron incubadas con el marcador de
viabilidad celular FV510 y con los anticuerpos monoclonales especificos para CD45RA, CD8,
CD4, CD127 y CD132, y analizadas por citometria de flujo. Cada simbolo representa la
frecuencia de linfocitos T CD4* (A) y CD8* (C) efectores totalmente diferenciados (CD45RA*) en
cada individuo evaluado. La linea horizontal indica el valor de la mediana. Los simbolos negros
llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las comparaciones entre los grupos
clinicos de pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo de individuos no infectados (NI) fueron
realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones multiples. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 comparado con NI.

La funcionalidad del receptor de IL7 se correlaciona con la expresién de su

receptor en la poblacion de linfocitos T de memoria

El principal evento de sefializacién que ocurre rapidamente luego de la union de la IL-7
a su receptor es la fosforilacion, dependiente de las Jak cinasas, del factor de
transcripcion STAT5 (Gonzéalez-Garcia S, 2012). En este trabajo se investigo si existia
una relacion entre la capacidad funcional del IL-7R, cuantificada por la fosforilacién de

STATS5 en respuesta a IL-7 recombinante (rhlL-7), y la expresion de las cadenas CD127
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y CD132 del IL-7R en las subpoblaciones de linfocitos T virgenes y de memoria de

pacientes con enfermedad de Chagas cronica en distintos estadios clinicos.

La funcionalidad del IL-7R, medida a través de la fosforilacion de STAT5, no se asoci6
con la expresion de la cadena a del IL-7R en las células T virgenes (CD45RA*CD127%)
(Tabla 1).

TABLA 1. Correlacién entre funcionalidad del IL-7R y la expresién de CD127 en las células T
virgenes

Parédmetros Spearman r Valor p B
CD127 (IFM) en
A % CD4*'pSTAT5*A  CD4*CD45RA*CD127* -0,07 0,61
CD127 (IFM) en
A % CD8*pSTATS* CD8*CD45RA*CD127+ 0,08 0,56

A Calculado como la diferencia del porcentaje de células pSTAT5* entre los cultivos estimulados
y no estimulados con rhlL-7.
B Se considerd correlacion significativa a valores de p<0,05.

Por el contrario, el porcentaje de células T CD4* y CD8* con STATS5 fosforilado luego de
la estimulacion con IL-7 in vitro (A pSTAT5"), se correlacioné negativamente con la
frecuencia de células T de memoria (CD45RA—CD127*CD132") (Figura 6A y 6B), y
positivamente con la frecuencia de células T CD4* y CD8* que solo expresaban la
cadena CD132, es decir con fenotipo CD127—CD132* (Figura 6C y 6D).
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FIGURA 6. Analisis de correlacién entre la frecuencia de linfocitos T CD4* y CD8* de

memoria con expresion diferencial de los componentes del IL-7R y la fosforilaciéon del
factor de transcripcion STATS en respuesta a IL-7. Cada simbolo representa el porcentaje de
células con fenotipo CD127+—CD132* en la poblacién de linfocitos T CD4* (Ay C) o CD8* (B 'y D)
de memoria (CD45RA™), y el porcentaje de células que fosforilaron STAT5 en respuesta a IL-7 (A
% pSTAT5S")in vitro, de cada individuo evaluado. Se utiliz6 la prueba de Spearman para determinar
el nivel de correlaciéon entre parametros. Se consider6 correlacion significativa a valores de

p<0,05.

Luego evaluamos si la expresion de los componentes del IL-7R en los linfocitos T
virgenes y de memoria se correlacionaba con funciones mediadas por el IL-7R que
ocurren después de la translocacion de STATS al nucleo: la expresion de Bcl-2 y de
CD25. No se observaron correlaciones significativas entre las poblaciones de linfocitos
T CD4" y CD8* con expresion diferencial de los componentes del IL-7R y la expresion
de Bcl-2 y CD25 en respuesta a IL-7 (Tabla 2).
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TABLA 2. Correlacion entre la induccion de la expresion de Bcl-2 y CD25 in vitro y la expresion
de los componentes IL-7R en las poblaciones de linfocitos T virgenes y de memoria.

Parametros Spearman r Valor p B
CD127 (IFM) en
CD4*CD45RA*CD127+ 0,02 0,86
o vl s % CD127*CD132*en
A % CD4*Bcl-27 4 CD4*CD45RA— -0,17 0,23
% CD127—CD132*en
CD4*CD45RA— 0,25 0,10
CD127 (IFM) en
CD8*CD45RA*CD127* -0,02 0,89
vl o % CD127*CD132*en
A% CD8"Bel-2 CD8*CD45RA— 0,19 0,22
% CD127—CD132*en
CD8*CD45RA— 0,13 0,39
CD127 (IFM) en
CD4*CD45RA*CD127* -0,001 0,99
o . . % CD127*CD132*en
A% CDACD25™  opy-cpasRA— 0,19 0,17
% CD127—CD132*en
CD4*CD45RA— 0,25 0,09
CD127 (IFM) en
CD8*CD45RA*CD127* -0,02 0,89
0 . . % CD127*CD132*en
A % CD8&'CD25 CD8*CD45RA— -0,25 0,10
% CD127—CD132*en
CD8*CD45RA— 0,16 0,29

A Calculado como la diferencia del porcentaje de células Bcl-2* o CD25* entre los cultivos
estimulados y no estimulados con rhiL-7.

B Se considerdé correlacion significativa a valores de p<0,05.

La no deteccidn de células productoras de IFN-y en respuesta a T. cruzi se
asoci6 con una expresion alterada de los componentes del receptor de IL-7 en
las células T de memoria CD4*y CD8*, y con bajas frecuencias de linfocitos

recientemente emigrados del timo

En estudios previos, hemos demostrado que los individuos con enfermedad de Chagas
crénica en estadios clinicos més severos de la enfermedad cardiaca, poseen menores
frecuencias de células T capaces de producir IFN-y en respuesta a antigenos del
parasito, comparado con pacientes con formas menos severas de la enfermedad
(Laucella SA, 2004; Albareda MC, 2006; Alvarez MG, 2008). En este trabajo, evaluamos
si existia una asociacion entre la capacidad de las células T para responder a antigenos
de T. cruziy las alteraciones observadas en la expresion y la funcionalidad del IL-7R en
las poblaciones de linfocitos T virgenes y de memoria. Para ello, medimos el nimero de
células productoras de IFN-y en pacientes con enfermedad de Chagas cronica y luego
clasificamos a los pacientes en productores de IFN-y y no productores de IFN-y, como

se describid en Poblacién y Métodos (Figura 7).
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FIGURA 7. Células productoras de IFN-y en pacientes con enfermedad de Chagas crénica.
La respuesta celular T especifica para T. cruzi en cada individuo se determiné por ELISPOT para
IFN-y, luego de la estimulacion de las PBMCs con lisado de T. cruzi. Cada simbolo representa
el nimero de células productoras de IFN-y (“spots”) especificas para T. cruzi (IFN-y CPS)
substrayendo al numero de “spots” obtenido de los cultivos estimulados con lisado, el valor de
los “spots” obtenido de los cultivos con medio solo. En funcién de los valores obtenidos en el
ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi se clasificaron en productores de IFN-
y (P) o no productores de IFN-y (NP), como se describe en Poblacion y Métodos. La linea
horizontal indica el valor de la mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes
tratados con benznidazol.

Tanto los pacientes productores como los no productores de IFN-y, mostraron baja
expresion de la cadena a del IL-7R en las células T CD4* y CD8" virgenes
(CD45RA*CD127%), de manera independiente del estadio clinico (Figura 8A 'y 8B).
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FIGURA 8. Expresion de CD127 en la superficie celular de células T virgenes en pacientes
con enfermedad de Chagas crénica productores y no productores de IFN-y. Las PBMCs
fueron incubadas con el marcador de viabilidad celular FV510 y con anticuerpos monoclonales
especificos para CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132, y analizadas por citometria de flujo. Cada
simbolo representa la IFM de expresion de la cadena CD127 del IL-7R en células T virgenes
(CD45RA*CD127*) CD4* (A) y CD8* (B) en pacientes productores (P) y no productores (NP) de
IFN-y, clasificados como se describié en Poblacion y Métodos. Las lineas horizontales indican el
valor de la mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con
benznidazol. La comparacion entre P y NP para cada grupo clinico e individuos no infectados se
realizé6 mediante ANOVA seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones multiples. (A)
# p < 0,05 comparado con P GO, NP GO y NP G1; ### p < 0,001 comparado con P G1; #### p <
0,0001 comparado con P G2-G3 y NP G2-G3. (B) # p < 0,05 comparado con P GOy NP G1; ##
p < 0,01 comparado con NP GO; ### p < 0,001 comparado con P G1 y NP G2-G3; #### p <
0,0001 comparado con P G2-G3.

Los pacientes productores de IFN-y mostraron una disminucion significativa en la
frecuencia de células con fenotipo CD127*CD132*, junto con un aumento en la
frecuencia de células con fenotipo CD127—CD132*, en el compartimiento total de
células T CD4* (Figura 9A y 9B, Figura 10) y CD8" (Figura 9C y 9D, Figura 10) de

memoria (CD45RA™), comparado con los pacientes no productores de IFN-y de su
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mismo estadio clinico y con los individuos no infectados. Entre los pacientes productores
de IFN-y, la frecuencia de células T CD4* y CD8" de memoria con fenotipo
CD127*CD132" aumenté (Figura 11Ay 11C, prueba de tendencia lineal entre medianas)
mientras que la frecuencia de células T CD4*"y CD8* de memoria que no expresaban la
cadena a del IL-7R (CD127—CD132*) disminuydé a medida que avanzaba el estadio

clinico, (Figura 11B y 11D, prueba de tendencia lineal entre medianas).
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FIGURA 9. Expresion de los componentes del IL-7R en células T de memoria en pacientes
con enfermedad de Chagas crdnica productores y no productores de IFN-y. Las PBMCs
fueron incubadas con anticuerpos monoclonales especificos para CD45RA, CD8, CD4, CD127
y CD132 y con el marcador de viabilidad celular FV510, y analizadas por citometria de flujo. Cada
simbolo representa la proporcién de células CD127+—CD132* en la poblacion total de células T
CD4*CD45RA— (A y B) o CD8*CD45RA— (C y D). Las lineas horizontales representan el valor
de la mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol.
En funcién de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T.
cruzi se clasificaron en productores de IFN-y (P) o no productores de IFN-y (NP), como se
describe en Poblacion y Métodos. La comparacién entre P y NP para cada grupo clinico de
pacientes con enfermedad de Chagas e individuos no infectados se realiz6 mediante ANOVA
seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones multiples. * p < 0,05; ** p <0,01; **p <
0,001. ### p < 0,001 comparado con P GO, P G1y P G2-G3.
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FIGURA 10. Expresion de los componentes del IL-7R en la superficie celular de las células
T de memoria de pacientes con enfermedad de Chagas crénica. Gréaficos de distribuciéon
celular representativos de la expresion de CD127 y CD132 en las células T CD4* (izquierda) y
CD8* (derecha) de memoria (CD45RA™) de un productor de IFN-y (P) y un no productor de IFN-
vy (NP) como se describe en Poblaciéon y Métodos. En los cuadrantes superior-derecho e inferior-
derecho las cifras indican el porcentaje de células con fenotipo CD127+*CD132*0 CD127—CD132*
respectivamente.
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FIGURA 11. Lafrecuenciade las células T CD4*y CD8* de memoria que no expresan CD127
disminuye con la severidad del estadio clinico. Las PBMCs se incubaron con los anticuerpos
monoclonales FV510, CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132 y luego se analizaron mediante
citometria de flujo. La respuesta celular T especifica para T. cruzi se determindé mediante ensayos
de ELISPOT para IFN-y después de la estimulacién de las PBMCs con lisado de T. cruzi, y el
valor se utilizo para clasificar a los pacientes en productores de IFN-y y no productores de IFN-
y. Cada simbolo representa la proporcion de células CD127+~CD132* en la poblacién total de
linfocitos T CD4*CD45RA~ (A y B) o CD8*CD45RA~ (C y D) de pacientes productores de IFN-
y. Las lineas horizontales representan los valores de las medianas. Las lineas oblicuas indican
una tendencia significativa entre las medianas segun la prueba de tendencia lineal entre
medianas. A: p = 0,03 pendiente (m)=4,85; B: p =0,025m =-4,84; C: p=0,023m=3,87; D: p
=0,03m =-3,83.

Los pacientes productores de IFN-y con enfermedad cardiaca pertenecientes a los
grupos clinicos G1, G2 y G3 mostraron frecuencias mas bajas de RTE en los
compartimentos de células T CD4* y CD8* en comparacidon con los pacientes no
productores de IFN-y (Figura 12A y 12B). Ambos grupos de pacientes productores y los
no productores de IFN-y en estadio GO mostraron frecuencias mas bajas de células RTE
CD4* en comparacion con los individuos no infectados (Figura 12A). Por el contrario,

independientemente de la capacidad de las células T de responder a antigenos de T.
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cruzi y del estadio clinico, hubo un enriquecimiento de células TTE en el compartimiento
de células T CD4*CD45RA* en los pacientes con infeccién cronica por T. cruzi
comparado con individuos no infectados (Figura 13A, Figura 14). Para la poblacién T
CD8*CD45RA", este enriquecimiento de células TTE sélo se observé en los pacientes
sin signos de insuficiencia cardiaca, tanto en productores como en no productores de

IFN-y, en comparacién con los individuos no infectados (Figura 13B, Figura 14).
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Figura 12. Frecuencias de células recientemente emigradas del timo en pacientes
productores y no productores de IFN-y con enfermedad de Chagas cronica. Las PBMCs se
incubaron con los anticuerpos monoclonales para CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132, y con
el marcador de viabilidad celular FV510, y luego se analizaron mediante citometria de flujo. Cada
simbolo representa la proporcion de células T CD4*CD45RA*CD127+*CD132— (A) o
CD8*CD45RA*CD127+*CD132— (B). Las lineas horizontales indican el valor de las medianas. Los
simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. En funcion de los
valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi se clasificaron
en productores de IFN-y (P) o no productores de IFN-y (NP), como se describe en Poblacion y
Métodos. La comparacién entre P y NP para cada grupo clinico de pacientes con enfermedad de
Chagas crénica e individuos no infectados se realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de
Bonferroni para comparaciones multiples. * p < 0,05. (A) # p < 0,05 comparado con P GO, NP
GO, P G1y P G2-G3; (B) # p < 0,05 comparado con P G2-G3; ## p < 0,01 comparado con P GO;
### p < 0,01 comparado con P G1.
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FIGURA 13. Frecuencias de células T efectoras totalmente diferenciadas en pacientes con
enfermedad de Chagas crénica productores y no productores de IFN-y. Las PBMCs fueron
incubadas con anticuerpos monoclonales especificos para CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132
y con el marcador de viabilidad celular FV510, y luego analizadas por citometria de flujo. Cada
simbolo representa la proporcion de células CD127—CD132* en el compartimiento total de la
poblacién de células T CD4*CD45RA* (A) o CD8*CD45RA™ (B) en pacientes productores de IFN-
y (P) y no productores de IFN-y (NP) en distintos estadios clinicos. Las lineas horizontales indican
el valor de la mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con
benznidazol. La comparacion entre P y NP para cada grupo clinico e individuos no infectados se
realizé6 mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones multiples. (A) ##
p < 0,01 comparado con NP G1 y NP G2-G3; ### p < 0,001 comparado con P G1 y NPGO; ####
p < 0,0001 comparado con P GO y P G2-G3; (B) ## p < 0,001 comparado con P GO y NP GO.
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FIGURA 14. Expresion de los componentes del IL-7R en la superficie celular de células T
efectoras totalmente diferenciadas de pacientes productores y no productores de IFN-y
en respuesta a antigenos de T. cruzi. Gréaficos de distribucién celular representativos de la
expresion de CD127 y CD132 en las células T CD4* (izquierda) y CD8* (derecha) efectoras
totalmente diferenciadas (CD45RA*) de un paciente productor de IFN-y (P), de un no productor
(NP) y de un individuo no infectado (NI) como se describié6 en Poblacion y Métodos. En los
cuadrantes superior-derecho e inferior-derecho las cifras indican el porcentaje de células con
fenotipo CD127+CD132* 0 CD127—CD132* respectivamente.

Las células T productoras de IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi tienen

baja expresion de CD127 y alta expresion de PD-1

Luego exploramos si las células T productoras de IFN-y en respuesta al lisado de T.
cruzi presentaban una expresion distintiva de las cadenas CD127 y CD132 del IL-7TR y
del receptor inhibitorio PD-1 en comparacion con las células T no productoras de IFN-y.
Las células T CD4* productoras de IFN-y en respuesta al lisado de T. cruzi se vieron
enriquecidas en células T CD127—CD132* en comparacion con las células T CD4* no
productoras de IFN-y (Figura 15A-C, Figura 16). Las células T CD4" productoras de IFN-
y mostraron también un aumento en la expresion de PD-1 en comparacion con las

células no productoras de IFN-y (Figura 15D, Figura 16).
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FIGURA 15. Disminucién de la expresion de CD127 del IL-7R y aumento de la expresion de
PD-1 entre las células T productoras de IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi. Las
PBMCs se estimularon durante 18-20 horas con lisado de T. cruzi o con medio solo. Las células
se incubaron luego con los anticuerpos monoclonales para FV510, CD4, CD127, CD132 y CD279
(PD-1) seguido de un proceso de fijacion y permeabilizacion para la tincion intracelular con el
anticuerpo monoclonal anti-IFN-y. Cada simbolo representa la expresion de CD127+—CD132*
(A-C) o PD-1 (D) en células T CD4+ productoras y no productoras de IFN-y (D). Las lineas
horizontales indican el valor de la mediana. La comparacion entre los grupos productores y no
productores de IFN-y se realiz6 mediante la prueba t pareada. * p < 0.05 y ** p < 0.01, en
comparacion con las células T no productoras de IFN-y. **** p £ 0.001 en comparacion con el

medio.
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FIGURA 16. Estrategia de seleccion de poblaciones para el andlisis de la expresion de los
componentes de IL-7R y de PD-1 entre células T CD4* después de la estimulacion con
lisado de T. cruzi. Las PBMCs se estimularon durante 18-20 horas con lisado de T. cruzi (E),
medio solo (D) o SEB (F). Las células se incubaron luego con los anticuerpos monoclonales
FV510, CD4, CD127, CD132 y PD-1 seguido de un proceso de fijacion y permeabilizacién para
la tincion intracelular con el anticuerpo monoclonal anti-IFN-y. Se muestran graficos
representativos de la estrategia de seleccion de las poblaciones celulares. Los linfocitos fueron
seleccionados en base a la dispersion (FSC) y granulosidad (SSC) (A). Las células individuales
(singuletes) se seleccionaron segun los parametros FSC-W y FSC-A (B) y las células viables se
clasificaron mediante su expresién negativa para el marcador de viabilidad FV510 (C). Las
células T CD4* se analizaron para determinar la expresién de IFN-y. Posteriormente, se
analizaron los componentes del IL-7R, CD127 y CD132, y PD-1 en células T CD4* productoras
(H) y no productoras de IFN-y (G).
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La baja produccién de IFN-y se asocia con menor respuesta ala IL-7 in vitro, con
un aumento de los niveles basales de fosforilacion de STAT5 y de la expresidn

de CD25y con una disminucion de la expresion basal de Bcl-2 en las células T

Luego evaluamos la asociacion entre la capacidad de las células T de secretar IFN-y en
respuesta al lisado de T. cruzi y la funcionalidad del IL-7R, determinando la actividad de
fosforilacion del factor de transcripcién STATS y la expresion de las moléculas CD25 y
Bcl-2 en células T luego de la estimulacion in vitro con IL-7.

En respuesta a la IL-7, los pacientes no productores de IFN-y con enfermedad cardiaca
pertenecientes a los estadios clinicos G1, G2 y G3 mostraron frecuencias mas bajas de
células T CD4* con STATS fosforilado (pSTAT5*) que los pacientes no productores de
IFN-y e individuos no infectados (Figura 17A, Figura 18A y 18B). Si bien no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas, la frecuencia de células T CD8*pSTAT5"
luego de la estimulacion in vitro con IL-7 también fue mas baja en pacientes no
productores que en los pacientes productores de IFN-y e individuos no infectados,
independientemente del estado clinico (Figura 17B, Figura 18C y 18D). Asimismo, la
menor capacidad funcional del IL-7R en células las T de pacientes no productores de
IFN-y se asocié con niveles basales elevados de pSTATS (Figura 17C y 17D, Figura
18B y 18D) en comparacion con los pacientes productores de IFN-y e individuos no

infectados.
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FIGURA 17. Fosforilacion de STAT5 luego de la estimulacion in vitro con IL-7 en pacientes
productores y no productores de IFN-y. La fosforilacion de STAT5 se evaludé en las
poblaciones totales de células T CD4* (izquierda) y CD8* (derecha) después de la estimulacion
in vitro con IL-7 por citometria de flujo. Cada simbolo representa la diferencia (A) en el porcentaje
de células con STATS5 fosforilado (pSTAT5*) entre muestras estimuladas y no estimuladas con
rhiL-7 (A-B) o frecuencia basal de células pSTAT5* (C-D). Las lineas horizontales indican el valor
de la mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol.
En funcién de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T.
cruzi se clasificaron en productores de IFN-y (P) o no productores de IFN-y (NP), como se
describe en Poblacién y Métodos. La comparacion entre P y NP para cada grupo clinico e
individuos no infectados se realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para
comparaciones multiples. * p < 0,05; ** p < 0,01. (A) ## p < 0,01 comparado con NP G1 y NP G2-
G3; (B) # p < 0,05 comparado con NP GO; ## p < 0,01 comparado con NP G1 y NP G2-G3; (C)
## p < 0,01 comparado con NP G1 y NP G2-G3; (D) # p < 0,05 comparado con NP G1; ### p <
0,001 comparado con NP G2-G3.
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Figura 18. Ejemplo de fosforilacién de STAT5 en respuesta a la IL-7 en pacientes
productores y no productores de IFN-y. Las figuras muestran histogramas representativos de
la IFM de STATS5 fosforilado (pSTATS) por célula, en CD4* (arriba) y CD8* (abajo) antes y
después de estimular las PBMCs con rhiL-7, de un paciente productor (P) de IFN-y (Ay C) y de
un paciente no productor (NP) de IFN-y (B y D) y luego analizadas por citometria de flujo. La
expresion basal de pSTAT5 y la expresion de pSTATS después de la estimulaciéon con rhiL-7 se
muestran con lineas punteadas grises y lisas negras, respectivamente.

El incremento en la expresiéon de CD25 en respuesta a la IL-7 fue menor en las células
T CD4* de pacientes no productores de IFN-y con miocardiopatia severa que en las de
los pacientes productores de IFN-y de igual estadio clinico y de los individuos no
infectados (Figura 19A). Aunque la expresion basal del marcador de activacion CD25
en células T CD8* estaba aumentado en los individuos no productores de IFN-y en
comparacion con los individuos productores de IFN-y e individuos no infectados (Figura
19D), la induccion de la expresion de CD25 después de la estimulacion con IL-7 no se
vio drasticamente afectada en los individuos que carecen de células productoras de IFN-
y (Figura 19B). En cuanto a la expresion de Bcl-2, se observé una leve disminucion en
el nivel de induccién de la expresién de Bcl-2 en respuesta a la IL-7, asociado con
niveles de expresion de Bcl-2 basales disminuidos, en las células T CD4* y CD8* de
pacientes no productores de IFN-y en comparacion con los productores e individuos no
infectados (Figura 19E-H).
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FIGURA 19. Induccién de la expresién de Bcl-2 y CD25 luego de la estimulacién in vitro
con IL-7 en pacientes productores y no productores de IFN-y con enfermedad de Chagas
crdnica. La expresion de Bcl-2 y CD25 se analiz6 por citometria de flujo después de 48 h de
estimulacion in vitro con rhiL-7. Cada simbolo representa la expresion de CD25 inducida por IL-
7 calculada como la diferencia entre los valores obtenidos en cultivos celulares estimulados y no
estimulados con rhiL-7 (A % CD25%) (A-B); la expresion basal de CD25* (C-D);la diferencia en la
IFM de Bcl-2 entre cultivos celulares estimulados y no estimulados con rhiL-7 (E-F); y la
expresion basal de Bcl-2 (IFM) (G-H) en células T CD4* (izquierda) o CD8* (derecha). Las lineas
horizontales indican el valor de la mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes
tratados con benznidazol. En funcion de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los
individuos infectados con T. cruzi se clasificaron en productores de IFN-y (P) o no productores
de IFN-y (NP), como se describe en Poblacion y Métodos. La comparacion entre P y NP para
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cada grupo clinico e individuos no infectados se realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba
de Dunns para comparaciones miltiples. * p < 0,05; ** p < 0,01. (A) ### p < 0,001 comparado
con NP G2-G3; (B) # p < 0,05 comparado con NP G2-G3; (D) # p < 0,05 comparado con NP GO,
## p < 0,01 comparado con NP G1, ### p < 0,001 comparado con NP G2-G3; (E, F) # p < 0,05
comparado con NP GO y G1, ## p < 0,01 comparado con NP G2-G3; (G) ## p < 0,01 comparado
con NP GO, NP G1 y NP G2-G3; (H) # p < 0,05 comparado con NP GO, NP G1 y NP G2-G3.

Complementariamente, como la IL-7 tiene una gran variedad de funciones ejercida a
través de la activacion de otros factores de transcripcion evaluamos también la
expresion de genes codificantes para T-Bet (TBX21), Eomes (EOMES), Granzima B
(GZMB), y MIG (CXCL9) en respuesta a la IL-7 in vitro por qRT-PCR y su relacion con
la capacidad de las PBMCs de secretar IFN-y en respuesta a T. cruzi. La expresion de
TBX21, EOMES y CXCL9 en respuesta a la IL-7 en las PBMCs totales fue menor en
pacientes con enfermedad de Chagas crénica con miocardiopatia (grupos G1y G2) que
en los individuos no infectados. Sin embargo, la expresion de GZMB fue comparable a
la de los individuos no infectados (Figura 20). La induccién en la expresién génica de T-
bet en respuesta a la IL-7 mostré una correlacion moderada y positiva con el nimero de

células productoras de IFN-y en respuesta al lisado de T. cruzi (Figura 21).
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FIGURA 20. Expresién génica de TBX21, EOMES, GZMB y CXCL9 en respuestaalaIL-7 in
vitro. Cada simbolo representa el nivel de induccion de cada molécula evaluada expresada como
la razén entre la expresion de cada gen en respuesta a la rhlL-7 respecto al nivel basal de
expresion, medido por gRT-PCR. Los datos se analizaron utilizando Bio-Rad CFX Manager
Software 3.0. Las comparaciones entre los grupos clinicos y el grupo de individuos no infectados
(NI) fueron realizadas ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones multiples. *

p<0,05 comparado con NI.
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FIGURA 21. Correlacién entre el nimero de células productoras de IFN-y (CPS) y la
induccion de la expresion de T-bet en respuesta a la IL-7. Para evaluar la relacion entre
parametros se utilizé la prueba de Spearman. Se consideraron correlaciones significativas a
valores de p<0,05.

Conclusiones

o Los pacientes sin signos de disfuncion cardiaca mantienen la capacidad de
regular la expresion de los componentes del IL-7R en las células T de memoria,

y esta capacidad a su vez se asocia con la funcionalidad del receptor.

e La expresién de CD127 en las células T virgenes se encuentra disminuida en

todos los estadios clinicos de la enfermedad de Chagas cronica.

e Los pacientes productores de IFN-y muestran niveles aumentados de células T
de memoria CD4* y CD8* con fenotipo CD127—CD132*, asociado con una

disminucioén de los niveles circulantes de células T CD4* RTE.

e Se corrobor6 que las células que producen IFN-y en respuesta a antigenos de
T. cruzi disminuyen la expresion de la cadena CD127 del IL-7R, y aumentan la
expresion de PD-1, compatibles con un proceso de regulacién negativa de esta

via de sefializacion tras la activacion antigénica.

e Lacapacidad de las células T de secretar IFN-y en respuesta a antigenos de T.
cruzi se asocia con una via IL-7/IL-7R funcional, y con la induccion de la

expresion del factor de transcripcion T-bet.
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5.1 Evaluacion de los niveles séricos de IL-7, del receptor soluble de IL-
7, de citocinas activadoras de STAT5 y de citocinas inflamatorias, y
Su asociacion con larespuesta celular T especifica para T. cruzi y
con la expresion del receptor de IL-7 en las células T de memoria

Los pacientes en estadios menos severos de la enfermedad de Chagas crénica

presentan niveles aumentados de IL-7 circulante

Se ha demostrado que los niveles séricos de IL-7 podrian estar regulados por el nimero
de células T periféricas y por la funcionalidad de la via de sefalizacion del eje IL-7/IL-
7R (Bolotin E, 1999; Napolitano LA, 2001; Fluur C, 2007; Bellistri GM, 2010) como un
mecanismo compensatorio para mantener viables las células periféricas. En este
objetivo, se analizaron los niveles de IL-7 circulante con el fin de determinar si existia
una relacion entre la falta de respuesta a la IL-7 y la produccién de IFN-y por parte de
los linfocitos T y los niveles de esta citocina en el suero de pacientes con enfermedad
de Chagas cronica.

Los pacientes en estadios clinicos menos severos de la enfermedad de Chagas (grupos
GO y G1) mostraron niveles aumentados de IL-7 circulante respecto a los valores
obtenidos para los individuos no infectados. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los pacientes productores y no productores de IFN-y para cada
estadio clinico (Figura 22A). Los niveles de IL-7 circulante correlacionaron
negativamente con la frecuencia de células T CD4* de memoria (CD45RA™) que
expresaban ambas cadenas del IL-7R en la superficie celular (Figura 22B) y
positivamente con la frecuencia de células T CD4* de memoria con expresion disminuida
de la cadena a del IL-7R (CD127—CD132*) (Figura 22C).
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FIGUR 22. Niveles séricos de IL-7 y su asociacion con la expresion del IL-7R en las células
T de pacientes con enfermedad de Chagas crénica. Cada simbolo representa la
concentracién de IL-7 en el suero de cada paciente con enfermedad de Chagas crénica o
individuo no infectado, medida por ELISA (A) y el nivel de IL-7 circulante en funcién del porcentaje
de células CD127+*CD132* (B) o CD127 CD132* (C) en la poblacién de linfocitos T CD4* de
memoria (CD45RA ™) de cada individuo evaluado. Las lineas horizontales indican el valor de la
mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. En
funcion de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi
se clasificaron en productores (P) o no productores (NP) de IFN-y como se describe en Poblacién
y Métodos. La comparacién entre P y NP para cada grupo clinico e individuos no infectados se
realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones multiples. # p <
0,05 comparado con P GO, NP GO y P G1; ## p < 0,01 comparado con NP G1. Para el andlisis
de correlacion los datos fueron transformados a escala logaritmica y luego analizados por la
prueba de Pearson. Se consideré correlacién significativa a valores de p < 0,05.

Los pacientes productores de IFN-y que no presentan signos de disfuncién

cardiaca muestran niveles disminuidos de sCD127

Luego evaluamos si el aumento de la concentracion de IL-7 en el suero o las
alteraciones observadas en el eje IL-7/IL-7R en las células T de los pacientes con
enfermedad de Chagas croénica, inducia o inhibia la secreciéon de la forma soluble de IL-
7R (sIL-7Ra o sCD127).
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En los pacientes productores de IFN-y sin signos de disfuncion cardiaca se encontro
una menor concentracion sCD127 circulante que en los pacientes no productores e
individuos no infectados (Figura 23A). En los pacientes en estadio GO hubo ademas una
fuerte correlacién inversa entre los niveles de sCD127 circulante y el nUmero de células
productoras de IFN-y en respuesta al lisado de T. cruzi (Figura 23B). En el conjunto de
los individuos con enfermedad de Chagas croénica, los niveles de sCD127 circulantes
también mostraron una débil correlacion inversa con los niveles circulantes de IL-7
(Figura 23C).
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FIGURA 23. Niveles séricos de sCD127 y su asociacion con la respuesta celular T
especifica para T. cruzi y los niveles séricos de IL-7. Cada simbolo representa la
concentracion de sCD127 en el suero de cada paciente con enfermedad de Chagas cronica y de
individuos no infectados, medido por ELISA (A). Las lineas horizontales indican el valor de la
mediana. El simbolo negro lleno representa un paciente tratado con benznidazol. En funcién de
los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi se
clasificaron en productores de IFN-y (P) o no productores de IFN-y (NP), como se describe en
Poblacion y Métodos. La comparacion entre P y NP para cada grupo clinico e individuos no
infectados se realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones
multiples. * p < 0,05. (A) # p < 0,05 comparado con P GO. El andlisis de correlacion se realiz6
aplicando la prueba de Spearman entre los niveles séricos de sCD127 y el niumero de células
que producen IFN-y (CPS) en respuesta al lisado de T. cruzi (B) o los niveles circulantes de IL-7
en los pacientes con enfermedad de Chagas cronica (C). Se consider6 correlacion significativa
a valores de p < 0,05.
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Los niveles séricos de citocinas que participan en la regulacion de la via de IL-

7/IL-7R se encuentran alterados durante la enfermedad de Chagas crénica

Ademas de la IL-7, otros factores de crecimiento capaces de activar STATS5 y citocinas
inflamatorias pueden ser secretados a circulacién durante una infeccién, pudiendo
contribuir al aumento basal de STAT5 fosforilado y a la desensibilizacion de la via de
sefalizacién del eje IL-7/IL-7R (Ross JA, 2007; Shive CL, 2014, 2016). Por este motivo,
evaluamos los niveles séricos de IL-21, IL-27 e IL-9, citocinas que sefializan a través de
STATS, y de las citocinas inflamatorias IL-6, IL-8, IL-1p, IL-9, IL-10, IL-12 y TNF-a.

Los niveles circulantes de IL-21, IL-27 e IL-6 fueron similares entre los pacientes
productores y no productores de IFN-y, pero variaron de acuerdo con la severidad del
estadio clinico (Figura 24A-C, Figura 25). Los pacientes que presentaban un menor
grado de disfuncién cardiaca mostraron niveles circulantes de IL-21 e IL-27 ma&s bajos
(Figura 24A y 24B) en comparacion con los pacientes con enfermedad cardiaca mas
severa y con los individuos no infectados (Figura 24A y 24B). En cambio, los pacientes
con cardiomiopatia severa (grupo G2-G3) mostraron niveles aumentados de IL-6 en
comparacion con los pacientes en estadios clinicos menos avanzados, y con los
individuos no infectados (Figura 24C, Figura 25C). En los pacientes sin signos de
enfermedad cardiaca (grupo GO), los niveles circulantes de IL-8 fueron mas altos en los
pacientes productores de IFN-y que en los no productores e individuos no infectados
(Figura 24D). Las concentraciones séricas de IL-183, IL-9, IL-10, IL-12 y TNF-a fueron

indetectables en la mayoria de los pacientes evaluados (Tabla 3).

Luego evaluamos si existia una asociacién entre los niveles circulantes de estas
citocinas y la expresion y funcionalidad del IL-7R. Los niveles de IL-6 en el suero de los
pacientes con enfermedad de Chagas cronica se correlacionaron positivamente con la
frecuencia de las células T CD4"y CD8* de memoria CD127*CD132* (Figura 24E). Por
el contrario, los niveles séricos de IL-8 se correlacionaron positivamente con la
frecuencia de las células T CD4" de memoria CD127 CD132* (Figura 24F) y

negativamente con los niveles séricos de sCD127 (Figura 24G).
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FIGURA 24. Niveles séricos de citocinas activadoras de STAT5 y citocinas inflamatorias
en pacientes con enfermedad de Chagas crénica y su asociacion con la expresion y
funcionalidad del IL-7R. Los niveles séricos de IL-21, IL-27 y sCD127 se midieron por ELISA,
mientras que los niveles de IL-6 e IL-8 se midieron por CBA. Cada simbolo representa los niveles
séricos de IL-21 (A), IL-27 (B), IL-6 (C) e IL-8 (D) de cada individuo evaluado. Los valores debajo
del limite de deteccién se representaron como cero. Las lineas horizontales indican el valor de
la mediana. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. En
funcion de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi
se clasificaron en productores (P) o no productores IFN-y (NP), como se describe en Poblacién
y Métodos. La comparacién entre P y NP para cada grupo clinico e individuos no infectados se
realiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones multiples. * p <
0,05. (A) ### p < 0,001 comparado con P GO, NP GO y P G1; (B) ## p = 0,01 comparado con P
GO; (C) ## p = 0,01 comparado con P G2-G3 y NP G2-G3; (D) # p < 0,05 comparado con NP GO,
## p < 0,01 comparado con P GO. Se utilizé la prueba de Spearman para evaluar el nivel de
correlacién entre los niveles circulantes de IL-6 y la frecuencia de células CD127*CD132* en los
linfocitos T CD4* y CD8* de memoria (E), niveles circulantes de IL-8 y la frecuencia de células
CD127 CD132* en los linfocitos T CD4* de memoria (F) y los niveles circulantes de IL-8 y
sCD127 (G).
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Figura 25. Niveles séricos alterados de IL-21, IL-27 e IL-6 en pacientes con enfermedad de
Chagas crénica. Los niveles circulantes de IL-21 e IL-27 se midieron por ELISA, y los niveles
circulantes de IL-6 por CBA. Cada simbolo representa los niveles séricos de IL-21 (A), IL-27 (B)
e IL-6 (C). Los valores bajo el limite de deteccion se graficaron como cero. Las lineas horizontales
indican valores de las medianas. Los simbolos negros llenos representan los individuos tratados
con benznidazol. La comparacién entre los grupos clinicos y los individuos no infectados se
realizé6 mediante ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple de Dunns. * p < 0,05; **
p <0,01; *** p 0,001 comparado el grupo G2-G3. (A) ### p < 0,001 comparado con GO y G1;
(B) ## p < 0,01 comparado con GO; (C) ## p < 0,01 comprado con G2-G3.

TABLA 3. Niveles séricos de citocinas activadoras de STAT5S y citocinas inflamatorias en
pacientes con enfermedad de Chagas crénica

Go°® Gl G2-G3
Citocina® P NP P NP P NP NI
IL-18 ND ND ND 0(0-1,23) 0(0-4,15) ND ND
(pg/mL)
IL-9 ND ND 0,10(0-2,01) 0(0-210) 0,07(0-140) 0(0-0,57) ND
(ng/mL)
IL-10 ND ND ND ND ND ND ND
(pg/mL)
IL-12 ND ND ND ND ND ND ND
(pg/mL)
TNF-a ND ND ND 0(0-162) 0(0-6,57) ND ND
(pg/mL)

ALos niveles séricos de IL-9 fueron medidos por ELISA y los de IL-1B, IL-10, IL-12 y TNF-a por
CBA. Para el ensayo de ELISA, el limite de deteccion teérico fue 0,1 ng/mL. Limite de
deteccion tedrico en CBA: IL-1B 7,2 pg/mL; IL-10 3,3 pg/mL; IL-12 1,9 pg/mL; TNF-a 3,7 pg/mL.
B Los valores son expresados como medianas (rango intercuartilico).

Conclusiones
e Los pacientes en estadios menos severos de la enfermedad de Chagas cronica
presentan niveles circulantes de IL-7 aumentados y niveles disminuidos de
sCD127, IL-21 e IL-27. Los niveles circulantes de sCD127 e IL-7 en estos

pacientes se asocian negativamente con la produccion de IFN-y.

e La modulaciéon de la cadena CD127 del IL-7R se asocia con menores niveles de

IL-6 y mayores niveles de IL-7 e IL-8.
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5.2 Determinacion de parametros inmunolégicos y serolégicos como

predictores de la respuesta celular a antigenos de T. cruzi

Se realiz6 un andlisis univariado y multivariado para identificar parédmetros
independientes asociados con la capacidad de las células T de producir IFN-y en

respuesta a antigenos de T. cruzi.

La capacidad de producir IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi se asoci6é con baja
frecuencia de células T CD4* y CD8" de memoria (CD45RA™) con fenotipo
CD127*CD132", un bajo grado de fosforilacion basal de STAT5 en células T CD4" y
CD8* y una menor expresion basal del marcador de activacién CD25 en células T CD8*,
junto con una alta frecuencia de células CD127—CD132* en los compartimientos T CD4*
y CD8* una alta respuesta a la IL-7 in vitro, medida a través de la fosforilacion de STATS5,

y una alta expresion basal Bcl-2 en linfocitos T CD4* (Tabla 4).

TABLA 4. Analisis univariado para determinar factores asociados con la produccion de IFN-y
en respuesta a T. cruzi en pacientes con enfermedad de Chagas crénica

Analisis Univariado
Produccién de IFN-y T. cruzi-especifica B
Productores de No Productores de

Factor (Unidad)* IFN-y (n=35) IFN-y (n=22) Valor p©
Caracteristicas de la Poblacion

de Estudio

Edad (afios) 48 (42 - 57) 51 (43 - 57) 0,58
Sexo (No. mujeres/No. varones) 14/18 7/13 0,13
Poblacién CD4*

CD45RA—CD127*CD132* (%) 59 (54,4— 66,5) 69 (66,1 — 72) <0,00001
CD45RA—CD127—CD132*(%) 37,7 (30,3 -41,8) 26,9 (24,9 - 31,7) 0,00001

CD45RA*CD127—-CD132* (%) 36,9 (30 — 43,7) 35,8 (29,4 —42,3) 0,33

CD45RA*CD127+*CD132— (%) 0,9(0,4-1,9) 0,9(0,2-3,1) 0,93
Basal pSTAT5" (%) 1,5(0,9 - 2,54) 5,05 (1,6 — 9,2) 0,00001
A pSTAT5* (%) 34,8 (14,8 — 64,9) 12,2 (0,003-36,9) 0,01
Basal CD25" (%) 6,1(4,4-17,8) 7,7 (3,9-11,05) 0,48

A CD25* (%) 32,02 (22,7-34,6) 22,9(59-33,9) 0,043
Basal Bcl-2* (IFM) 108,3 (86,02 — 165) 71,3 (47,6 —111) 0,0084

A Bcl-2* (IFM) 20,3 (7,7 — 40) 17,2 (0,5 - 36) 0,60
Poblacién CD8*

CD45RA—CD127+CD132* (%) 46,01 (41 —51,4) 60,2 (56,05 - 66,2) <0,00001
CD45RA—CD127—CD132%(%) 50,2 (45,3 — 55,1) 35,3 (30,9 — 40) <0,00001

CD45RA*CD127—CD132* (%) 47,7 (39,3 — 56,2) 43,9 (34,3 -51,2) 0,79

CD45RA*CD127+CD132— (%) 15(0,8-2,1) 1,9(0,85-2,9) 0,22
Basal pSTAT5* (%) 3,3(1,45-3,9) 5,85(2,9-6,9) 0,00001
A pSTAT5* (%) 20,9 (8,8 —44,1) 5,2 (0,8 —18) 0,004
Basal CD25" (%) 2,70 (1,6 — 3,6) 7,4 (4,05 -12,3) <0,00001
A CD25% (%) 20,6 (12,3 -26,1) 13,5 (6,6 — 22,6) 0,036
Basal Bcl-2+ (IFM) 97,4 (86,4 —137,3) 87,6 (47 — 128) 0,19

A Bcl-2* (IFM) 22,7 (12,47-29,7) 16,8 (1-39) 0,84
Factores Solubles en Suero

sCD127 (ng/mL) 7,7 (2,6 —21,3) 10,6 (3,6 — 21,40) 0,70

IL-6 (pg/mL) 0(0-21) 0(0-4,8) 0,17
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IL-7 (pg/mL) 9,3 (6,05 — 21,8) 8,1(7,2-9,9) 0,38
IL-8 (pg/mL) 18,3 (10,4 — 106,7) 21,4 (6,2 — 46,9) 0,66
IL-21 (pg/mL) 0(0-172) 33,3 (0 - 232,2) 0,34
IL-27 (pg/mL) 0(0-13,1) 0 (0 — 15,00) 0,43

ALos datos de variables continuas se muestran como medianas (rango intercuartilico).

B Una respuesta positiva a antigenos de T. cruzi comprende (i) un minimo de 10 spots/4x10°
PBMCs por pocillo en respuesta a antigenos de T. cruzi, y (ii) el nGmero de spots en los
pocillos estimulados debe ser al menos dos veces el nUmero de spots en los pocillos con medio
solo en el ensayo ELISPOT. Ambas condiciones se deben haber cumplido para considerar a un
individuo como productor.

C Los valores en letra cursiva indican valores de p < 0,05

En un analisis de regresion logistica multivariado, una baja frecuencia de células T CD4*
y CD8" de memoria con fenotipo CD127*CD132* y una menor fosforilacién basal de
STATS, junto con una mayor expresion basal de Bcl-2 en células T CD4* y una menor
expresion de CD25 basal en células T CD8*, resultaron predictores independientes de

la respuesta celular T especifica para T. cruzi positiva (Tabla 5).

TABLA 5. Correlatos independientes de respuesta celular T especifica para T. cruzi medida
por la produccién de IFN-y

Andlisis Multivariado B

Razén de
Variable (Unidad)* Probabilidad  95% IC Valor p©
CD4*CD45RA—CD127+*CD132* (%) 0,65 0,49 — 0,87 0,003
Basal CD4*pSTAT5* (%) 0,28 0,12 - 0,65 0,003
Basal CD4*Bcl-2* (MFI) 1,04 1,01-1,08 0,013
CD8*CD45RA—CD127+CD132* (%) 0,71 0,55-0,9 0,005
Basal CD8*CD25* (%) 0,44 0,23 -0,87 0,017
CD4*CD45RA—CD127+CD132* (%) 0,65 0,49 - 0,87 0,003
Basal CD4*pSTAT5* (%) 0,28 0,12 - 0,65 0,003

ALos datos de variables continuas se muestran como medianas (rango intercuartilico).

BLas variables se agruparon en seis modelos diferentes. En cada modelo, no hubo correlacién
entre las variables de acuerdo con el andlisis de correlacién de Spearman o Pearson aplicado
segun correspondiera en funcién de la normalidad de las variables.

C Los valores en letra cursiva indican valores de p < 0,05

Posteriormente, tomando sélo al grupo de pacientes productores de IFN-y se realiz6é un
analisis de correlacién para evaluar si los pardmetros evaluados variaban de acuerdo
con la magnitud de las respuestas especificas para T. cruzi. Entre los pacientes de los
grupos GO y G1, el numero de IFN-y CPS se correlacioné positivamente con los
porcentajes de células T CD8'CD45RA—CD127*CD132* y se correlacion6
negativamente con los porcentajes de células T CD8*CD45RA—CD127—CD132* (Tabla
6). El numero de IFN-y CPS en pacientes GO también se asocié positivamente con la
expresion basal de Bcl-2 en las células T, y negativamente con la concentracion sérica

de IL-7 (Tabla 6). En pacientes G1 también se observo una correlacion inversa entre
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IFN-y CPS vy los porcentajes basales de células T CD8"pSTAT5* (Tabla 6). Entre los

pacientes del grupo G2-G3, el nimero de IFN-y CPS se correlaciond positivamente con

los porcentajes de células TTE CD4* y CD8", y negativamente con las células T CD4*

RTE (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis de correlacién entre el nimero de células productoras de IFN-y entre los

pacientes productores de IFN-y y los parametros evaluados asociados con el eje IL-7/IL-7R

IFN-y CPS en los productores de IFN-y vs. A Grupo Clinico | Spearmanr  Valor p B
Basal IFM CD4*Bcl-2* GO 0,83 0,007
% CD4*CD45RA*CD127—CD132* G2-G3 0,56 0,038
% CD4*CD45RA*CD127+CD132— G2-G3 -0,53 0,048
% CD8*CD45RA—CD127*CD132* GO 0,58 0,038
Gl 0,80 0,006
% CD8*CD45RA—CD127—CD132* GO -0,67 0,019
Gl -0,70 0,021
% CD8*CD45RA*CD127—CD132* G2-G3 0,61 0,042
Basal % CD8*pSTAT5* G1 -0,68 0,025
IL-7 concentracion sérica GO -0,85 0,011

A Las correlaciones fueron evaluadas por la prueba de Spearman.
B Los valores en letra cursiva indican valores de p significativos, p < 0,05.

Conclusiones

e Independientemente del estadio clinico de la enfermedad, la capacidad de las

células T para secretar IFN-y en respuesta a T. cruzi se asocia con una via de

sefializacién funcional IL-7/IL-7R en las células T de memoria, expresion basal

alta de Bcl-2 y niveles basales bajos de células T activadas.
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6 Estudio de la via de sefializacion de la IL-27 y su relacion con la

respuesta celular T especifica para T. cruzi

Las diferencias en los niveles séricos de IL-27 observadas entre los pacientes en
estadios clinicos menos severos de la enfermedad de Chagas con respecto a los
pacientes en estadios mas avanzados nos llevé a preguntarnos si la funcionalidad del
eje IL-27/IL-27R se asociaba al grado de compromiso cardiaco y con la respuesta celular

T especifica para T. cruzi.

La expresion del receptor de IL-27 en los linfocitos T virgenes y de memoria se

encuentra alterada en estadios severos de la enfermedad de Chagas crénica

En primer lugar, se analizd la expresién de los componentes del IL-27R, la cadena
especifica WSX-1y la cadena CD130 (Meka RR, 2015), en la poblacion de linfocitos T
CD4* y CD8" virgenes (CD45RA'CD28") y de memoria (CD45RA™) en pacientes en
distintos estadios clinicos de la enfermedad de Chagas.

Los pacientes GO, que no presentaban signos de disfuncién cardiaca, mostraron
frecuencias mas bajas de linfocitos T CD4+WSX-1*CD130" virgenes y de memoria
comparado con los individuos no infectados. Asimismo, hubo una tendencia positiva de
mayores niveles de linfocitos T CD4*WSX-1"CD130* a medida que avanza la
cardiomiopatia (Figura 26A y 26B). En las células T CD8* virgenes y de memoria se
observé un comportamiento opuesto, los pacientes en estadio GO mostraron mayores
frecuencias de células WSX-1*CD130* que los individuos no infectados. Este aumento
se acompafié de una tendencia negativa de niveles mas bajos de células T CD8* con
fenotipo WSX-1*CD130* a medida que avanza la severidad de la enfermedad (Figura
26C y 26D).
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Figura 26. Expresioén de los componentes del IL-27R en pacientes con enfermedad de
Chagas crénica y en individuos no infectados. Las PBMCs se incubaron con anticuerpos
monoclonales para CD3, CD4, CD8, CD28, CD45RA, CD130 y WSX1 y posteriormente
analizadas por citometria de flujo. Los linfocitos se seleccionaron segun los parametros SSC y
FSC, y por la expresién de CD3. Cada simbolo representa el porcentaje de células que expresan
los componentes WSX-1 y CD130 en células T CD4* (A-B), y CD8* (C-D) virgenes
(CD45RA*CD28*) y de memoria (CD45RA™). Los valores de las medianas se indican con la linea
horizontal. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las
comparaciones entre los grupos clinicos y el grupo de individuos no infectados (NI) se realizaron por
ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones mdultiples. * p<0,05; ** p<0,01 y ***
p<0,001 comparado con NI. La linea oblicua indica tendencia significativa entre medianas: (A)
p=0,01 pendiente (m)= 1,47; (B) p=0,003 m= 0,65; (C) p=0,0009 m= -5,71; (D) p=0,0002 m= -
5,91.

La expresion del receptor de IL-27 se induce en los linfocitos T CD8* y se inhibe

en los linfocitos T CD4* luego del cocultivo in vitro con tripomastigotes de T.

cruzi

En base a lo observado en la expresion de los componentes del IL-27R en las células T
CD4* y CD8*, nos planteamos que el parasito podria inducir el mismo efecto sobre la
expresion de los componentes de IL-27R in vitro. Para ello se analiz6 la expresion de
WSX-1 y CD130 en células T virgenes y de memoria después de cocultivar células
provenientes de pacientes con enfermedad de Chagas cronica e individuos no

infectados con tripomastigotes de T. cruzi. EI comportamiento en la expresion de los
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componentes del IL-27R fue contrapuesto entre linfocitos T CD4* y T CD8*. En los
cocultivos de células provenientes de pacientes en estadio GO, sin signos de
enfermedad cardiaca, e individuos no infectados, se observd una disminucién en la
frecuencia de células T CD4* virgenes y de memoria que expresaban ambos
componentes del IL-27R, con fenotipo WSX-1*CD130* (Figura 27A y 27B), mientras que
la frecuencia de linfocitos T CD8"WSX-1*CD130* virgenes y de memoria aumentaban
(Figura 27C y 27D). No se observé ningun efecto sobre La expresion de los
componentes del IL-27R en linfocitos T de pacientes en estadios clinicos G1 y G2 con
signos de disfuncién cardiaca (Figura 27A-D).
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Figura 27. Modulacién de la expresion de los componentes del IL-27R en presencia de
tripomastigotes de T. cruzi. Las células de individuos no infectados (NI, n=4) y de pacientes
con enfermedad de Chagas crénica sin signos de disfuncién cardiaca (GO, n=5) y con
miocardiopatia (G1-G2, n=5) se cocultivaron con tripomastigotes de T. cruzi durante 48 h. Los
cultivos se lavaron y las células se incubaron con anticuerpos monoclonales para CD3, CD4,
CD8, CD45RA, CD28, WSX1y CD130 y posteriormente fueron analizadas por citometria de flujo.
Cada simbolo representa el porcentaje de células que expresan los componentes del IL-27R
(WSX-1y CD130) en células T CD4* y CD8* virgenes (CD45RA*CD28*) (A y C) y de memoria
(CD45RA™) (B y D) de cada individuo evaluado. Los datos se analizaron mediante la prueba t
para muestra pareadas, * p<0,05; ** p<0,01. ns, diferencias estadisticamente no significativas.
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La funcionalidad del receptor de IL-27 se encuentra alterada en pacientes con

enfermedad de Chagas crénica

Luego estudiamos la funcionalidad del IL-27R en pacientes con enfermedad de Chagas
crénica y en individuos no infectados. Para ello, se evalué la capacidad de las células T
de fosforilar los factores de transcripcion STAT1, STAT3 y STATS por citometria de flujo
y a través de la induccidn de la expresion de los genes codificantes para T-Bet (TBX21),
Eomes (EOMES), Granzima B (GZMB) y MIG (CXCL9) por gRT-PCR, en respuesta a la
IL-27 in vitro.

Los pacientes con enfermedad de Chagas crénica mostraron una menor frecuencia de
células T CD4"* (Figura 28A-C) y CD8* (Figura 28D-F) que fosforilan STAT1, STAT3 y
STATS, después de la estimulacion in vitro con IL-27, comparado con los individuos no
infectados. Esta baja respuesta a la IL-27 in vitro se observd principalmente en los

pacientes con enfermedad cardiaca.
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Figura 28. Fosforilacion de STAT1, STAT3 y STATS en respuesta a la IL-27 in vitro en
pacientes con enfermedad de Chagas crénica e individuos no infectados. Cada simbolo
representa la fosforilacion STAT1 (Ay D), STAT3 (By E) y STAT5 (C y F) inducida por la IL-27
in vitro, calculada como la diferencia del porcentaje de células pSTATx* entre muestras
estimuladas y no estimuladas con rhiL-27 (A % pSTATx") en la poblacién de linfocitos T CD4*
(A-C) y CD8* (D-F) evaluada por citometria de flujo. Las lineas horizontales indican los valores
de las medianas. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con
benznidazol. Las comparaciones entre los grupos clinicos y el grupo de individuos no infectados
(NI) fueron realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones multiples. *
p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 comparado con NI.
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Los pacientes con enfermedad de Chagas crénica mostraron una mayor frecuencia
basal de células T CD4*y CD8* con STAT1 y STATS fosforilados que los individuos no

infectados (Figura 29). Esta cohorte de pacientes también mostré niveles basales

aumentados de STATS5 fosforilado, en concordancia con lo observado mostrado en 4.2

(no se muestran los resultados). El aumento de fosforilacién basal de los STATSs se vio

acompafiado de un aumento de la expresidn génica basal de estos factores de

transcripcion (Figura 30).
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Figura 29. Niveles basales de fosforilacion de STAT1y STAT3 en individuos con infeccion
cronica con T. cruzi e individuos no infectados. Cada simbolo representa el porcentaje basal
de células que expresan STAT1 (Ay C) o STAT3 (B y D) fosforilados, en la poblacién de linfocitos
T CD4* (A-B) y CD8* (C-D), medido por citometria de flujo. Las lineas horizontales indican los
valores de las medianas. Los simbolos negros llenos representan los pacientes tratados con
benznidazol. Las comparaciones entre los grupos clinicos y el grupo de individuos no infectados
(NI) fueron realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones mdltiples. *

p<0,05; ** p<0,01 comparado con NI.
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FIGURA 30. Expresion génica basal de los factores de transcripcién STAT1, STAT3 y
STAT5 en pacientes con enfermedad de Chagas crdnica. Cada simbolo representa la
expresion basal relativa de cada gen evaluado medida por gRT-PCR. Los datos se analizaron
utilizando Bio-Rad CFX Manager Software 3.0. Las comparaciones entre los grupos clinicos y el
grupo de individuos no infectados (NI) fueron realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns

para comparaciones mltiples. * p<0,05; ** p<0,01 comparado con NI

En el total de PBMCs, la induccién de la expresion de TBX21, EOMES, GZMB y MIG en

respuesta a la estimulacion in vitro con IL-27 fue menor en pacientes con enfermedad

de Chagas crénica que presentaban miocardiopatia (grupos G1y G2) que en individuos

no infectados (Figura 31). Esto es particularmente mas notorio para GZMB y CXCLO9.
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FIGURA 31. Expresiéon génica de TBX21, EOMES, GZMB y CXCL9 en PBMCs de pacientes
con enfermedad de Chagas crénica en respuesta a la estimulacién in vitro con IL-27. Cada
simbolo representa el indice de expresién inducida por IL-27 calculada como la razén entre la
expresion de cada gen en respuesta a la IL-27 respecto al nivel basal de expresion, medido por
gRT-PCR. Los datos se analizaron utilizando Bio-Rad CFX Manager Software 3.0. Las
comparaciones entre los grupos clinicos y el grupo de individuos no infectados (NI) fueron realizadas
por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones mdltiples. * p<0,05 comparado con
NI.

Larespuesta celular T especifica para T. cruzi se relaciona con la expresién y

funcionalidad del receptor de IL-27

Para determinar la relacion entre la funcionalidad del eje IL-27/IL-27R y la respuesta
celular T especifica para T. cruzi realizamos un analisis de correlacion. El nimero de
células T productoras de IFN-y en respuesta al lisado de T. cruzi se correlacion6
positivamente con el porcentaje de linfocitos T de memoria CD8"CD45RA-WSX-
1*CD130" (Figura 32A), y de forma negativa con los linfocitos T de memoria
CD4*CD45RA-WSX-1"CD130" (Figura 32B). El numero de IFN-y CPS especificas para

T. cruzi también se correlacion6 positivamente con la funcionalidad del IL-27R, medida
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como la fosforilacion de STAT1 (Figura 33Ay 33B) y STATS5 (Figura 33C y 33D) después
de la estimulacion in vitro con IL-27.
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Figura 32. Relacion entre laexpresiéon delos componentes del IL-27R y larespuesta celular
T especifica para T. cruzi en pacientes con enfermedad de Chagas crénica. Para el analisis
de correlacion entre la frecuencia de células WSX-1*CD130* en la poblacién CD8*CD45RA— (A)
0 CD4*CD45RA— (B) y el numero de células T productoras de IFN-y (CPS) se utilizé la prueba
de Spearman, considerandose significativa a valores de p<0,05.
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Figura 33. Correlacion entre la capacidad de las células T de fosforilar STAT1y STAT5 en
respuesta a la IL-27 y la respuesta celular T especifica para T. cruzi. Para el analisis de
correlacién entre la frecuencia de células pSTAT1* (A-B) y pSTATS5* (C-D) en la poblacion de
linfocitos T CD4* (Ay C) o CD8* (B y D) en respuesta a la estimulacion in vitro con rhiL-27 y el
namero de células T productoras de IFN-y (CPS) se utiliz6 la prueba de Spearman,
considerandose significativa a valores de p<0,05.

87



Resultados

Conclusiones

Los pacientes con formas clinicas mas severas de la enfermedad de Chagas

cronica poseen alteraciones mas marcadas en la via del IL-27R.

La infeccién por T. cruzi induce una regulacion diferencial del IL-27R en células
T CD4*y CD8".

La produccion de IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi se asocia con la
expresion del IL-27R en las células T y con una transduccion de sefales eficiente
a través de este receptor.
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RESULTADOS PARTE IV
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7 Restauracion de la capacidad funcional de los linfocitos T especificos

para T. cruzi mediante la estimulaciéon ex vivo con citocinas

En vista del potencial inmunoterapéutico de la IL-7 y la IL-27, por sus roles en el
mantenimiento y funcién de células T, decidimos evaluar el efecto de la administracion
in vitro de IL-7 e IL-27 sobre las células T especificas para T. cruzi aisladas de pacientes
cronicamente infectados por el parasito. Como se ha visto que la IL-15 promueve la
proliferacion, la respuesta especifica a antigenos y la respuesta citotoxica de las células
T (Berard M, 2003; Villinger F, 2004; Van Belle TL, 2012) y, ademas, se han estudiado
ampliamente sus efectos inmunoterapéuticos (Chitnis V, 2003; Berger C, 2009; Watson
DC, 2018), decidimos también agregarla al estudio.

Los bajos niveles de células productoras de IFN-y no pueden revertirse con el

tratamiento in vitro con IL-7, IL-27 o IL-15

Primero evaluamos si la administracion in vitro de IL-7, IL-27 e IL-15 restituye la
produccion IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi en células mononucleares
periféricas, mediante la técnica de ELISPOT. La adicién de 50 ng/mL de IL-7 0 IL-27 en
un ensayo de ELISPOT de 20 h aument6 la produccién de IFN-y especifica para T. cruzi
en individuos infectados que presentaban niveles detectables de células productoras de
IFN-y antes del tratamiento con las citocinas, es decir pacientes productores de IFN-y
(Figura 34A y 34B). Este aumento en el numero de células productoras de IFN-y en
respuesta a las citocinas fue menor en pacientes con cardiomiopatia que en pacientes
sin signos de disfuncion cardiaca (Figura 34A, panel derecho). El aumento en la
produccién de IFN-y fue especifico ya que no se observaron cambios en las frecuencias
de las células productoras de IFN-y sensibles a T. cruzi en los controles no infectados
(Figura 34A y 34B). Por el contrario, no se observaron cambios en los pacientes no
productores de IFN-y luego del tratamiento con las citocinas, independientemente del
estadio clinico (Figura 34A 'y 34B). Luego de la adicién de IL-15 a los cultivos, se observo
qgue en los individuos no infectados aumenta inespecificamente el nimero de células
productoras de IFN-y, y por lo tanto no hubo diferencias significativas con el aumento

observado en los pacientes con enfermedad de Chagas cronica (Figura 34C).
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Figura 34. Secrecién de IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi en presencia o ausencia
de citocinas. En los ensayos ELISPOT para IFN-y, se sembraron 4x10°> PBMCs/pocillo y se
estimularon con 10 ug/ml de lisado de T. cruzi, o con medio solo, en presencia o ausencia de 50
ng/ml de IL-7 (A, panel izquierdo), 50 ng/ml de IL-27 (B, panel izquierdo) o 50 ng/ml de IL-15 (C,
panel izquierdo) durante 16-20 h. El nimero de células T productoras de IFN-y especificas para
T. cruzi en presencia de IL-7 (A, panel derecho), IL-27 (B, panel derecho) o IL-15 (C, panel
derecho) se calculd restando el valor obtenido de los cultivos con medio solo al recuento de
células productoras de IFN-y en el cultivo estimulado con lisado de T. cruzi. Se aplic6 la prueba
t pareada para comparar el nUmero de células productoras de IFN-y (IFN-y CPS) entre los
cultivos no estimulados y estimulados con lisado de T. cruzi (A-C, panel izquierdo) y para el
numero de IFN-y CPS T. cruzi-especificas en presencia (+) o ausencia (-) de citocinas (A-C,
panel derecho) y se indican con corchetes. La diferencia en el nimero de IFN-y CPS en muestras
estimuladas con IL-7, IL-27 o IL-15 y no estimuladas se compar6 entre los grupos de individuos
mediante la prueba U de Mann-Whitney o la prueba t para muestras no pareadas, y se indica
con las lineas horizontales. * p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, NI: no infectados, P: productores
de IFN-y, NP: no productores de IFN-y.
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Las citocinas IL-7 e IL-27 promueven la expansion de las células T de memoria

especificas para T. cruzi productoras de IFN-y

Posteriormente determinamos si el agregado de las citocinas a un cultivo de diez dias
de las células mononucleares con antigenos de T. cruzi se lograba expandir la poblacion
de linfocitos T productores de IFN-y. Luego de los diez dias de incubacion, se realizaron
ensayos de ELISPOT para determinar el nimero de células productoras de IFN-y en
respuesta al lisado de T. cruzi.

Coincidentemente con el ELISPOT de 20 h, solo aquellos individuos que presentaban
respuesta celular T especifica para T. cruzi detectable en forma basal antes del cultivo
de diez dias, independientemente del estadio clinico, mostraron un aumento en el
namero de las células productoras de IFN-y ante el agregado de las citocinas (Figura
35A y 35B). Similar a lo observado en el cultivo de 20 h, este aumento fue mayor en
pacientes productores de IFN-y que no presentaban signos de disfuncién cardiaca que
en aquellos que presentaban signos de cardiomiopatia (Figura 35A, panel derecho). Por
el contrario, el tratamiento con IL-15 no logré expandir las células T especificas para T.
cruzi (Figura 35C).
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Figura 35. Expansion de células productoras de IFN-y especificas para T. cruzi en
presencia o ausencia de citocinas. Las PBMCs se cultivaron durante 10 dias con lisado de T.
cruzi en presencia o ausencia de IL-7 (A), IL-27 (B) e IL-15 (C). Para los ensayos de ELISPOT
de IFN-y, se sembraron 2x105 células PBMCs cultivas/pocillo con 1x105 PBMCs autélogas sin
cultivar como células presentadoras de antigeno, y se volvieron a estimular con 10 uyg/ml de
lisado de T. cruzi o con medio solo (A-C, panel izquierdo) durante 16-20 h. El nUmero de células
T productoras de IFN-y especificas para T. cruzi se calcul6 restando el valor obtenido de los
cultivos con medio solo al recuento de células productoras de IFN-y en el cultivo estimulado con
lisado de T. cruzi (A-C, panel derecho). Se aplico la prueba t pareada para comparar el nimero
de células productoras de IFN-y (IFN-y CPS) entre los cultivos no estimulados y estimulados con
lisado de T. cruzi (A-C, panel izquierdo) y para el nimero IFN-y CPS especifico para T. cruzi
después del cultivo in vitro con lisado de T. cruzi durante diez dias en presencia (+) 0 ausencia
(-) de IL-7, IL-27 o IL-15 (A-C, panel derecho) que se indica con corchetes. La diferencia en el
numero de IFN-y CPS de las muestras cultivadas con citocinas y sin citocinas se compar6 entre
los distintos grupos de individuos mediante la prueba U de Mann-Whitney, o la prueba t para
muestras no pareadas, y se indica por las lineas horizontales. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <
0.001, NI: no infectados, P: productores de IFN-y, NP: IFN-y no productores.
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Conclusiones

En pacientes con las vias IL-7/IL-7R e IL-27/IL-27R potencialmente funcionales, y
con niveles detectables de células productoras de IFN-y en respuesta a T. cruzi, el
tratamiento in vitro con citocinas es efectivo para aumentar la produccién de IFN-y
y expandir las células de memoria especificas para T. cruzi.

La adicion exdgena de IL-7 o IL-27 no puede mejorar la respuesta celular T
especifica para T. cruzi en pacientes con niveles basales no detectables de
células productoras de IFN-y especificas para T. cruzi.
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Discusion

La IL-7 es necesaria para el desarrollo y la maduracién de los linfocitos en el timo y
luego, para su mantenimiento homeostético en la periferia (Schluns KS, 2000; Fry TJ,
2001; Guimond M, 2009), asi como también para la expansion de células T especificas
para un patdgeno durante una infeccion (Peschon JJ, 1994). Después de la eliminaciéon
del antigeno, la mayoria de las células T activadas mueren, pero un subconjunto persiste
y se convierte en parte del grupo de células T de memoria. En el proceso de
diferenciacion a células T de memoria participa la IL-7 favoreciendo su desarrollo (Li J,
2003; Kondrack RM, 2003). La IL-7 protege a las células T efectoras y de memoria de
la apoptosis mediante el aumento de expresion de factores anti apoptéticos, como Bcl-
2 (Sin Jl, 2000; Chetoui N, 2010).

Sin embargo, en una infeccion crénica, donde la estimulacién antigénica es persistente,
las células T especificas para antigeno que les dio origen podrian volverse
disfuncionales e incapaces de elaborar el conjunto habitual de funciones efectoras.
Entre las funciones efectoras que se pierden cabe destacar la capacidad proliferativa
(lyasere C, 2003) y la produccién de citocinas como IL-2, TNF-a e IFN-y (lyasere C,
2003; Fuller MJ, 2004; Brooks DG, 2005). En condiciones de persistencia antigénica
también se ha observado el aumento de la expresion de marcadores inhibitorios como
PD-1y Tim-3 (Boni C, 2007; Sester U, 2008; Golden-Mason L, 2009) e incluso la pérdida
de las células T especificas para el patégeno (Oxenius A, 1998; Colpitts SL, 2009;
Bhadra R, 2010). Durante las infecciones crénicas, también se ha observado que las
células T no son capaces de diferenciarse a células T de memoria autorrenovables
independientes de los antigenos que les dieron origen (Wherry EJ, 2004), lo que podria
deberse a la expresion alterada del IL-7R (Lang KS, 2005; Golden-Mason L Jr., 2006) o
a la falta de respuesta eficiente a esta citocina (Shin H, 2007; Landires 1, 2011,
Tanaskovic S, 2014) con la pérdida subsiguiente de células T especificas para el
patégeno.

La relevancia de la inmunidad mediada por células T para el control de la infeccién por
T. cruzi se ha demostrado en infecciones humanas por T. cruzi y en modelos
experimentales (Rosemberg S, 1992; Silva N, 1999; Tarleton RL, 1996, 2007,
Fuenmayor C, 2005). Aunque la infecciébn aguda con T. cruzi induce una fuerte
respuesta humoral y celular, el parésito no se elimina completamente y persiste en los
huéspedes infectados durante décadas (Tarleton RL, 2001). En trabajos anteriores de
nuestro grupo hemos demostrado que la manifestacion de la enfermedad cardiaca de la
infeccion por T. cruzi esta fuertemente asociada con niveles disminuidos de células T

virgenes totales, una alterada funcionalidad del compartimiento de células T y con una
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pérdida de linfocitos T polifuncionales a lo largo del tiempo (Laucella SA, 2004; Alvarez
MG, 2008; Albareda MC, 2006, 2009, 2010), apoyando la idea de que la infeccién
persistente por T. cruzi conduce a un estado de agotamiento de células T. Se ha
propuesto que el mantenimiento de células T funcionales es importante para controlar
la replicacion del parasito sin la induccién de dafio tisular. Aunque la causa de la
morbilidad en la infeccién crénica por T. cruzi ha sido motivo de debate y controversia,
la mayoria de los datos disponibles respaldan la idea de que el desarrollo de la
enfermedad de Chagas es el resultado del fracaso del sistema inmunoldgico para
eliminar completamente esta infecciébn persistente, lo cual podria conducir a la
progresion de la enfermedad cardiaca (Tarleton RL, 2007; Albareda MC, 2015). En este
contexto, nos planteamos la profundizacion del estudio de la expresion del IL-7R y de

los eventos de sefializacion mediados por el mismo.

En un estudio previo, hemos observado que los nifios con infeccion crénica por T. cruzi
poseen menores frecuencias de linfocitos T CD4*y CD8" totales que expresan la cadena
CD127 del IL-7R comparado con nifios no infectados (Albareda MC, 2010, 2013)
demostrando un proceso de modulacion del receptor de IL-7 explicado por la activacion
constante de la poblacién de linfocitos T en la infeccion crénica. Posteriormente,
evaluamos la expresion de ambos componentes del receptor de IL-7 en pacientes
adultos infectados por T. cruzi y observamos que los pacientes con mejores condiciones
clinicas presentaban una poblaciéon mayor de linfocitos T CD4* y CD8* con modulacion
negativa de la cadena CD127 comparado con los pacientes con miocardiopatia mas
avanzada (Albareda, 2015). Considerando que la cadena CD127 es expresada por la
mayoria de las células T en reposo y luego es regulada negativamente luego de
activacion de las células T (Park JH, 2004; Fry TJ, 2003), y junto a los resultados
presentados en esta tesis, se podria plantear que los linfocitos T de pacientes sin
manifestaciones cardiacas parecen conservar la capacidad de regular los componentes

del IL-7R tras la activacion linfocitaria en el contexto de la infeccion por T. cruzi.

Luego, nos preguntamos si el estudio del eje IL-7/IL-7R podria ser de utilidad para
dilucidar los mecanismos operantes en la pérdida de las células T especificas para T.
cruzi, debido a que uno de los efectos de la IL-7 en la funcién de células T es disminuir
el umbral de activacion del receptor de células Ty, por lo tanto, promover una respuesta
eficiente a antigenos, ademéas de mantenerlas viables en el tiempo (Pellegrini M, 2009).
Este estudio nos permitiria establecer una conexion entre la alterada expresion y

funcionalidad del IL-7R y la falta de respuesta de las células T hacia el parasito.
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Observamos que independientemente del estadio clinico de la enfermedad de Chagas
cronica, la capacidad de las células T para secretar IFN-y en respuesta a antigenos de
T. cruzi se asoci6 con una via de sefializacion del eje IL-7/IL-7R mas funcional y con
una eficiente regulacién de la expresion de los componentes del receptor en células T
de memoria,una alta expresion basal de Bcl-2, bajos niveles basales de células T
activadas y un menor nivel de citocinas que regulan negativamente el eje IL-7/IL-7R. La
capacidad de responder a antigenos de T. cruzi también se correlacioné con la
funcionalidad del eje IL-7/IL-7R a nivel transcripcional, medida como la expresion génica
de T-bet. Sin embargo, cabe destacar que el estado funcional de la via de IL-7 no es
uniforme entre los pacientes productores de IFN-y, por ejemplo, la disminucion de la
expresion de CD127 en las células T de memoria disminuye a medida que se intensifica
el compromiso clinico de la enfermedad. Estos resultados sustentarian que existe una
asociacion entre la capacidad de las células T de producir IFN-y en respuesta a
antigenos de T. cruzi y la funcionalidad del eje IL-7/IL-7R. Estas alteraciones no solo
serian a nivel transduccional, sino también a nivel transcripcional. Las alteraciones en
el eje IL-7/IL-7R serian dependientes de la duracién de la infeccidn crénica, y parecerian
agravarse con la severidad de la enfermedad. En este estudio, confirmamos que las
células productoras de IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi muestran una
expresion de CD127 baja, compatible con la regulacion negativa de esta cadena del
receptor tras la activacion linfocitaria. Esta regulacion negativa de la cadena CD127 del
IL-7R también se observo en la poblacién total de linfocitos T CD4*y CD8* en cocultivos
de PBMCs y tripomastigotes de T. cruzi (Albareda MC, 2015), apoyando idea de que las
células de pacientes con menor grado de agotamiento inmune productores de IFN-y

mantienen la capacidad de regular la expresiéon de los componentes del IL-7R.

Cuando los pacientes se agruparon en funcién de sus estadios clinicos, se revelaron
grandes diferencias respecto a la funcionalidad de la via de IL-7/IL-7R entre los
pacientes productores de IFN-y y los no productores de IFN-y de cada estadio clinico.
En los pacientes productores de IFN-y con formas menos severas de la enfermedad, el
numero de células productoras de IFN-y se asoci6 inversamente con la frecuencia de
las células T de memoria con modulacién negativa de la expresion de CD127, lo que
podria indicar que la constante activacion de la via IL-7/IL-7R, y en consecuencia la
disminucion de la expresion del IL-7R en la superficie celular, impediria en cierto punto
la accion homeostética de la IL-7 en el mantenimiento de las células T. Sin embargo, en
estos mismos pacientes, la frecuencia de células productoras de IFN-y se asocio
inversamente con los niveles séricos de IL-7 y positivamente con la expresion basal de

la molécula antiapoptética Bcl-2, indicando que la via IL-7/IL-7R es potencialmente
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funcional y se estarian activando mecanismos compensatorios. Cabe destacar que los
individuos infectados con T. cruzi que carecian de respuesta celular T especifica para
el parasito y que no mostraban signos de disfuncién cardiaca exhibian una sefalizacién
de la via IL-7/IL-7R en las células T potencialmente funcional, con fosforilacion de
STATS activa y aumento de la expresion de CD25 en respuesta al estimulo con IL-7. De
modo opuesto, los pacientes en la etapa mas avanzada de la enfermedad que
conservan la capacidad de responder a los antigenos de T. cruzi, pero con niveles mas
bajos de células productoras de IFN-y especificas para el parasito, mostraron menor
funcionalidad la via de IL-7R. Estos hallazgos respaldarian la hipotesis de que la la
disfuncionalidad del eje IL-7/IL-7R dependeria de la duracién de la infeccion crénica por

T. cruzi.

En este trabajo de tesis se observaron bajos niveles de células RTE circulantes en
pacientes productores de IFN-y independientemente del estadio clinico de la
enfermedad de Chagas. Sin embargo, en los pacientes con cardiomiopatia severa, el
numero de células productoras de IFN-y se asocid positivamente con los niveles de
células TTE e inversamente con las frecuencias de las células RTE. Estos resultados
respaldan que la respuesta celular T especifica para T. cruzi se mantendria, al menos
en parte, mediante el reclutamiento de células RTE, lo cual concuerda con las bajas
frecuencias de las células T virgenes y el bajo grado de diferenciacion de las células
productoras de IFN-y especificas para T. cruzi observada en pacientes con enfermedad
de Chagas crénica (Albareda MC, 2006, 2009; Arguello RJ, 2012). El aumento del
reclutamiento de RTE en pacientes con formas mas severas de la enfermedad podria
Ser un mecanismo compensatorio para mantener el compartimiento de células T
efectoras y generar las células T especificas para el parasito. Recordando que la
expresion del CD127 sobre la superficie celular disminuye a medida que las células
progresan a los estadios efectores terminalmente diferenciados (Colle JH, 2006A,
2006B), pareceria que la capacidad de las células T de regular negativamente la
expresion de la cadena a del IL-7R y asi diferenciarse en células T efectoras parece
mantenerse en las células T CD4"*, independientemente de la capacidad de las células
T para responder a los antigenos de T. cruzi o la etapa clinica de la infeccion, sin
embargo esto no pudo observarse para la poblacién de linfocitos T CD8* cuando los
pacientes se agruparon en productores de IFN-y y no productores de IFN-y en cada
estadio clinico, mostrando un impacto mayor de la infeccion crénica en las células T
CD8*.
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La regulacién de la expresion del IL-7R es fundamental para el control de los efectos
mediados por IL-7 sobre las células T. Durante la homeostasis, como parte de la
sefalizacién de la IL-7, el IL-7R se internaliza rapidamente y luego se recicla a la
superficie de la célula sin cambiar el fenotipo de las células T (Henriques CM, 2010). La
regulacién de la expresion del IL-7R también se regula a nivel transcripcional,
habiéndose demostrado que la IL-7 y otras citocinas suprimen la expresién del ARNm
del IL-7R (Park JH, 2004). El rol de la forma soluble del IL-7R (sCD127), generado por
escision desde la membrana o corte y empalme del RNA alternativo (Rane LN, 2010),
no esta claramente dilucidado y esta sujeto a controversias. Algunos autores han
demostrado la inhibicion de la actividad de IL-7 por el sCD127 (Rose T, 2009; Crawley
AM, 2010; Poiret T, 2014; Lundtoft C, 2017), mientras que otros han demostrado que la
IL-7 unida al sCD127 proporciona una sefial mas potente sobre el IL-7R unido a células,
o bien constituye un reservorio de esta citocina (Lundstrom W, 2013; Coté S, 2015).
Durante las infecciones croénicas, la sefalizacion homeostatica mediada por IL-7/IL-7R
disminuye (Wherry EJ, 2004; Golden-Mason L Jr., 2006; Shin H, 2007; Colpitts SL, 2009;
Bhadra R, 2010). El aumento de los niveles séricos de IL-7 en pacientes con formas
menos severas de la enfermedad de Chagas podria haber sido inducido por la
necesidad del sistema inmune de mantener las células T viables durante la infeccion
cronica, ya que los niveles de IL-7 estan regulados en gran medida por la sefializacién
del IL-7R (Fry TJ, 2001). Del mismo modo, el aumento en los niveles de IL-7 puede ser
responsable del aumento de los niveles basales de las células T pSTAT5" y CD25%,
como parte de estos mecanismos compensatorios para contrarrestar las alteraciones en
el eje IL-7/IL-7R. Esto podria explicar los hallazgos de Fonseca SG y colaboradores
(2006) quienes demostraron una alta expresion de ARNm de IL-7 en tejidos cardiacos
de pacientes con enfermedad de Chagas que presentaban miocardiopatia. El aumento
de los niveles de IL-7 podria, a su vez, inhibir la expresion del IL-7R vy la liberacion de
sCD127, como lo confirma la correlacién negativa entre IL-7 y sCD127.

Estos hallazgos respaldan que la activacion continua del eje IL-7/IL-7R a lo largo del
tiempo puede desensibilizar la via de sefalizacion de IL-7 con la consiguiente
perturbacion de los mecanismos homeostaticos para el mantenimiento de las células T,
qgue eventualmente pueden conducir a un deterioro de la respuesta T especifica para T.
cruzi, como parte del proceso de agotamiento inmune. Esto es particularmente visto en
pacientes productores de IFN-y con cardiomiopatia severa, que tienen valores normales

de IL-7 y sCD127, pero con respuestas disminuidas a la IL-7.
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Este proceso de agotamiento inmune podria estar relacionado con la pérdida gradual
de la respuesta celular T, respaldado por nuestras observaciones previas y también por
otros autores que muestran que los pacientes sin signos de disfuncién cardiaca poseen
frecuencias mas altas de células productoras de IFN-y circulantes en comparacion con
pacientes con cardiomiopatia (Laucella SA, 2004; Egui A, 2012; Lasso P, 2015). Se han
descripto varios mecanismos subyacentes al agotamiento inmune en la enfermedad de
Chagas croénica, incluyendo la falta de capacidad proliferativa y la inhibicion de la
expresion de CD28 y CD3¢ (Giraldo NA, 2013), aumento de la produccién de 6xido
nitrico concomitante con aumento de la nitracién de tirosina (Sanmarco LM, 2016) y
aumento de la expresion de receptores inhibidores en las células T totales (Arglello RJ,
2013; Lasso P, 2015; Pérez-Anton E, 2018). Ademas de los receptores inhibitorios
CTLA-4 y LIR-1 que se hallaron aumentados en células productoras de IFN-y
especificas para T. cruzi previamente (Arglello RJ, 2013), en el presente estudio
mostramos que las células productoras de IFN-y inducidas por T. cruzi expresan altos
niveles de PD-1, uno de los principales receptores inhibidores asociados con el
agotamiento inmune (Urbani S, 2006; Chikuma S, 2009; Youngblood B, 2011). Estos
hallazgos sugieren que la persistencia del parasito induce la sobreexpresién de
receptores inhibidores que podrian modular las consecuencias deletéreas de una
respuesta inmune sostenida, pero también atenuar la respuesta de células T especificas

del parasito, necesarias para el control de la carga parasitaria.

Los hallazgos en este trabajo también demuestran que las citocinas inflamatorias
podrian tener cierta influencia en la via de sefalizacién de la IL-7. Por un lado,
observamos una correlaciéon positiva entre los niveles de IL-6 y la frecuencia de células
T que expresan CD127, lo que sugiere que esta citocina inflamatoria podria bloquear la
respuesta a IL-7 en las células T, como se ha observado durante la infeccion crénica
por HIV (Shive CL, 2014, 2016). Si bien un estudio reciente que utilizé un modelo de
infeccion por T. cruzi in vitro de corta duracion demostré que la IL-6 aumenta la
supervivencia de las células T CD8* (Sanmarco LM, 2016), los hallazgos presentados
en este trabajo respaldan que el efecto pleiotrépico de la IL-6 se pierde durante la
infeccion crénica, y que el ambiente inflamatorio, particularmente en individuos en
etapas mas severas de la enfermedad, perturbaria el eje IL-7/IL-7R, promoviendo el
agotamiento inmune. Cabe destacar que varios estudios en individuos con infeccién
crénica por T. cruzi han demostrado que los niveles aumentados de IL-6 estan
asociados con la disfuncion cardiaca (Poveda C, 2014; Barbosa-Ferreira JM, 2015;
Keating SM, 2015; De Alba-Alvarado M, 2017; Gonzalez F, 2018). Por otro lado, la IL-8,

una citocina derivada de monocitos regulada positivamente por la IL-7 (Standiford TJ,
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1992), se vio aumentada en individuos sin signos de disfuncién cardiaca, y mas adn en
individuos productores de IFN-y. Este aumento se correlacioné con la funcionalidad de
la via de la IL-7 en células T, lo que sugiere que la IL-7 también puede desempefiar un

papel critico en la modulacién de la produccién de citocinas en los macréfagos.

Sin embargo, otras vias de sefializacion, ademas de la IL-7/IL-7R, podrian estar
involucradas en el mantenimiento de la respuesta celular T especifica hacia parasito,
dado que observamos individuos con un estado funcional del eje IL-7 pero que carecen
de células T capaces de responder a antigenos de T. cruzi y presentaban ademas
niveles basales aumentados de fosforilacion de STAT5. Por este motivo, estudiamos los
niveles circulantes de citocinas activadoras STATS5. Los niveles de las citocinas IL-21 e
IL-27, que, como la IL-7, sefalizan a través de STAT5 e inducen la proliferacion de
células T y promueven la funcion efectora (Pflanz S, 2002; Zeng R, 2005; Scheneider
R, 2011), también se vieron alterados en individuos crénicamente infectados con T.
cruzi. En pacientes en estadios menos severos de la enfermedad, pareceria que las IL-
21 e IL-27 se consumen, lo que podria ser otro mecanismo para el mantenimiento de la

respuesta celular T parasito-especifica.

De estas citocinas, decidimos profundizar en el estudio de la via de sefializacion de la
IL-27, ya que pertenece a otra superfamilia de citocinas distinta a la de la IL-7, la familia
gp130 y presenta un papel critico en la diferenciacion y activacion de células T (Iwasaki
Y, 2015) y suprime el desarrollo de células T CD4* potencialmente patogénicas durante
infecciones (Villarino A, 2003; Artis D, 2004; Hamano S, 2003; Yoshida H, 2009; Findlay
EG, 2010). En este trabajo observamos que, en pacientes sin signos de disfunciéon
cardiaca, la frecuencia de células T que expresan el IL-27R (WSX-1*CD130") en la
poblacion CD4* esta disminuida, mientras que en la poblacién CD8* esta aumentada,
tanto en la poblaciéon de linfocitos T virgenes como de memoria. Estos resultados
sugieren que los pacientes con enfermedad de Chagas que no muestran signos de
disfuncion cardiaca presentan una regulacion en la expresion del IL-27R diferencial
entre las células T CD4" y CD8* y que esta regulacion se pierde a medida que progresa
la enfermedad cardiaca. En nuestro modelo de infeccién por T. cruzi in vitro se observo
gue la expresion del IL-27R disminuye en la poblacion CD4* mientras que aumenta en
la CD8", indicando que T. cruzi induce una regulacion diferencial del IL-27R en estas
poblaciones tras la activacion linfocitaria. Estudios de Villarino A y colaboradores (2005)
mostraron que la sensibilidad a IL-27 puede ser regulada por sefales secuenciales
dentro de una misma célula. Especificamente demostraron que luego de la activacion

de los linfocitos T, la secrecién de IL-2 y su efecto autocrino puede inducir la disminucion
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en la expresién del IL-27R. Esta hipétesis esta siendo testeada actualmente en el
laboratorio en ensayos de cocultivo de PBMCs y tripomastigotes de T. cruzi en presencia
de anticuerpos neutralizantes para IL-2. No solo la expresion del IL-27R en los linfocitos
T estd desregulada en estadios mas severos de la enfermedad de Chagas, sino también
la funcionalidad, lo cual se vio como una baja fosforilacién de STAT1, STAT3y STAT5

tanto en la poblacion CD4* como CD8* en respuesta a esta citocina in vitro.

La expresion y funcionalidad del IL-27R también se asoci6 con la capacidad de las
células T de secretar IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi. La desregulacion de
la via de la IL-27 podria no solo contribuir a la pérdida de la respuesta especifica hacia
el parésito, sino también a la disminucion de los mecanismos regulatorios que evitan el
dafio causado por la inflamacién. En los pacientes sin signos de disfuncion cardiaca, la
IL-27 podria estar involucrada en el mantenimiento de las células T funcionales y, a su
vez, en controlar la replicacién del paréasito sin la induccion de dafio tisular, y estas

respuestas parecen estar alteradas con la duracion de la infeccion.

En este trabajo también observamos que tanto en respuesta a la IL-7 como a la IL-27 in
vitro, la expresién de los factores de transcripcion T-bet y Eomes, y de los genes
codificantes para Granzima B y MIG, es menor en pacientes en estadios mas avanzados
de la enfermedad cardiaca. Estos factores de transcripcion se expresan en respuesta a
estas citocinas en distintas poblaciones celulares, incluyendo linfocitos T, monocitos,
células B y natural killers (NK) (Armant M, 1995; Dias S, 2005; Michaud A, 2010; Li R,
2012), por lo que no solo la inmunidad celular T podria estar siendo afectada, sino
también la respuesta humoral y la respuesta innata, en ambas vias, contribuyendo a un

deterioro general del sistema inmune del huésped.

Con el objetivo de determinar si era posible mejorar la respuesta celular T especifica
hacia el parasito, evaluamos el efecto del tratamiento in vitro con citocinas que participan
en la diferenciacion o rescate de la apoptosis de los linfocitos T de memoria, evaluamos
la eficacia del tratamiento in vitro con las citocinas IL-7, IL-27 e IL-15. La adicién exdgena
de IL-7 o IL-27 no pudo rescatar las células T productoras de IFN-y que responden a
antigenos T. cruzi en pacientes con células productoras de IFN-y inicialmente
indetectables, lo que sugiere que, por un lado, podrian estar presentes las células T
especificas de T. cruzi, pero la via Jak/STAT es disfuncional, o que las células T
especificas de T. cruzi ya se habrian depletado de la circulacion. El mayor incremento
en las células T especificas de T. cruzi en pacientes sin signos de disfuncion cardiaca
que responden a antigenos de T. cruzi con produccion de IFN-y en respuesta al

tratamiento in vitro con IL-7 e IL-27 en comparacién con aquellos con enfermedad
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severa apoya aun mas que el deterioro en la funcién de las células T podria ser un

proceso gradual.

La quimioterapia antiparasitaria recomendada tanto en fase aguda como crénica de la
infeccion por T. cruzi es la administracion de nifurtimox o benznidazol (Almeida IC, 1996;
Sosa Estani S, 1998). Debido a que la eficacia del benznidazol es menor en ratones
inmunosuprimidos (Romanha AJ, 2002) y que la administracion de IL-12 recombinante
aumenta la eficacia del tratamiento (Michailowsky V, 1998), estos hallazgos sustentarian
que la terapia antiparasitaria efectiva resultaria potencialmente de la combinacion de la
accion de la droga y la activacion apropiada del sistema inmune en el huésped.
Recientemente, hemos demostrado que mayores niveles de células T productoras de
IFN-y en respuesta a antigenos de T. cruzi en los pacientes antes de recibir el
tratamiento etioldgico se asocian con la disminucién de los titulos serolégicos después
del tratamiento etiolégico, respaldando la idea de que el estado inmunolbgico esta
relacionado con la eficacia del tratamiento (Alvarez MG, 2016; Albareda MC, 2018).
También encontramos un aumento de la expresion de CD127 en las células T después
del tratamiento con benznidazol o nifurtimox en nifios con infeccion crénica por T. cruzi,
como consecuencia de la disminucién de la carga antigénica (Albareda MC, 2018). En
el contexto de la infeccion por el virus de la hepatitis B, se ha demostrado que bajos
niveles de IL-27 circulante es un factor predictivo de la cura espontanea de la infeccion
(Li J, 2017). En base a los trabajos mencionados anteriormente, y a los resultados
presentados en la presente tesis que sugieren que el deterioro de las vias IL-7/IL-7R e
IL-27/IL-27R podrian ser graduales, se podria pensar que el tratamiento etiolégico
administrado tempranamente podria evitar la activacion constante de los ejes de estas
citocinas y el consecuente deterioro de la respuesta inmune celular T especifica para el
parasito. Del mismo modo, una mejor funcionalidad de estas vias podria modular la
eficacia del tratamiento etiolégico para la infeccion por T. cruzi. Asimismo, seria
interesante evaluar si las alteraciones en la expresion y funcionalidad de los ejes podrian

revertirse luego del tratamiento antiparasitario.

En este trabajo no es posible determinar si el deterioro de la respuesta celular T
especifica para T. cruzi o el deterioro de la funcionalidad de los ejes IL-7/IL-7R e IL-
27/IL-27R es una causa 0 una consecuencia de la progresion de la enfermedad. Para
evaluarlo, se deberia realizar un seguimiento a largo plazo de los pacientes en estadio
GO para evaluar la relacion entre la progresion de la enfermedad y y los cambios
observados en la funcionalidad de las vias de estas citocinas y la frecuencia de células

T productoras de IFN-y. Otra limitacién del trabajo es que el estudio de la respuesta
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celular T se focaliz6 en linfocitos T CD4* que dado que el lisado induce principalmente
la activacion de linfocitos T CD4* por sobre la respuesta T CD8". Desafortunadamente,
se ha demostrado que la respuesta celular T CD8" inducidas por epitopes restringidos
por HLA es de muy baja frecuencia (Alvarez MG, 2008). Sin embargo, basandonos en
los resultados presentados y los estudios previos de nuestro laboratorio, se podria
postular que el agotamiento de las células T podria resultar en una mayor severidad de
la enfermedad cardiaca de Chagas. Cuando el control inmunoldgico es ineficiente,
aumenta la carga del parasito y la inflamacioén y, por lo tanto, el potencial dafio tisular.
Esta hipotesis es también apoyada por el hecho de que los tratamientos capaces de
reducir la carga parasitaria se correlacionan con un menor indice de progresion de la
enfermedad (Andrade SG, 1991; Almeida DR, 1996; Viotti R, 1994, 2006A, 2006B, Dutra
WO, 1996), mientras que tratamientos inmunosupresores que aumentan los niveles de
parasitemia causan exacerbacion de la enfermedad (Andrade ZA, 1987; Tarleton RL y
col; Altclas J, 2005; Bacal F, 2010; Silva AE, 2010). Esta correlacion es también evidente
en modelos animales con deficiencias genéticas en los cuales una mayor eficiencia de
la respuesta inmune antiparasitaria lleva a la disminucién del parasitismo tisular y reduce

la gravedad de la enfermedad crénica (Tarleton RL, 2000).

Los hallazgos presentados en la presente tesis pueden proporcionar nuevos
conocimientos sobre la regulacion de la inmunidad mediada por células T contra la
infeccion por T. cruzi y pueden ayudar al disefio de una vacuna para la prevencion de
la infeccidn por T. cruzi o el disefio de una inmunoterapia racional en combinacion con

el tratamiento etioldgico.
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En este trabajo de Tesis de Doctorado, basandonos en los resultados presentados se

puede concluir que:

o La homeostasis celular T a través de STATs se encuentra alterada en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica. Entre las alteraciones observadas se destaca que las
células T de memoria de pacientes sin signos de disfuncion cardiaca mantienen la
capacidad de regular la expresion del IL-7R tras la activacion linfocitaria y su
funcionalidad, pero no es asi en pacientes en estadios mas avanzados de la

enfermedad de Chagas.

e Los pacientes con formas clinicas mas severas de la enfermedad de Chagas
crénica poseen alteraciones en la via de IL-27R, tanto en la expresion como en la

funcionalidad del receptor, en la poblacion de linfocitos T.

e Lainfeccién por T. cruzi induce una regulacion diferencial de la via de IL-27R en las
células T CD4*y CD8*.

o La capacidad de las células T de secretar IFN-y en respuesta a T. cruzi se asoci6
con ejes IL-7/IL-7R e IL-27/IL-27R mas funcionales, apoyando un vinculo entre el
deterioro en la frecuencia de las células T especificas para T. cruzi y la perturbacién

de los mecanismos homeostaticos del mantenimiento de las células T.

e En pacientes con la via de la IL-7 y la IL-27 potencialmente funcional, el tratamiento in
vitro con citocinas es efectivo para aumentar la produccion de IFN-y y expandir las

células T de memoria especificas para T. cruzi.

Se podria postular que la estimulacion persistente del sistema inmune sostenida por la
infeccion crénica explicaria las alteraciones observadas en la sefializacion a través de
STATS, contribuyendo a la dificultad de mantener la capacidad funcional de los linfocitos

T especificos para T. cruzi a lo largo de la infeccién.

Nuestros hallazgos pueden proporcionar nuevos conocimientos sobre la regulacion de
la inmunidad mediada por células T contra la infecciébn por T. cruzi, de modo de
proporcionar un marco teorico solido para el disefio racional de potenciales terapias
complementarias al tratamiento antiparasitario y al desarrollo de una vacuna contra T.

cruzi.
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