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Resumen

RESUMEN

Durante la realizacion de la presente tesis doctoral se estudio en profundidad el
impacto de la Trisomia 21 (T21) sobre el compartimiento de células T circulantes. La
T21 causa el sindrome de Down (SD), uno de los transtornos genéticos mas frecuentes
en humanos, con una incidencia aproximadamente de 1 en 700 nacimientos vivos. Esta
caracterizado por una alta prevalencia de diversos trastornos autoinmunes, que afectan
hasta un 60% de los individuos adultos. Esto sugiere anomalias en la inmunidad
adaptativa; sin embargo, los mecanismos moleculares y celulares que impulsan este
fenotipo siguen sin estar claros.

En este trabajo de tesis realizamos una caracterizacion completa del
compartimiento de células T provenientes de sangre periférica en adultos con SD y
detectamos multiples alteraciones cominmente asociadas con afecciones autoinmunes.
Hemos identificado que estos individuos poseen una disminucién en los porcentajes de
células T virgenes, mientras que los subconjuntos de células T de memoria y
terminalmente diferenciadas (TEMRA) se encuentran aumentados en el subgrupo de
células T CD4+ convencionales (CD4+ Tconv) y células T CD8+, respectivamente. Al
caracterizar los diferentes subtipos de células T determinamos que adultos con T21
poseen una mayor frecuencia y numero de células T CD8+ citotdxicas que muestran un
estado de activacion mayor, acompafiado por un aumento en la expresién de
marcadores de senescencia comparado con personas sin SD. Ademas, observamos un
aumento en la frecuencia y numero células T reguladoras (Treg), sin observar cambios
en su fenotipo. Por otro lado, determinamos una menor frecuencia de las células T CD4+
Tconv, y éstas presentaban una polarizacion hacia un perfil Th17. Al estudiar los niveles
plasmaticos de IL-17A, detectamos un aumento significativo en personas con SD con
respecto a sus controles sin trisomia. Dichas alteraciones generan una desregulacion
en la homeostasis de células T.

Debido a que las células T CD8+ y CD4+ Tconv presentan un fenotipo de
activacion exacerbado, decidimos evaluar la funcionalidad de las células Treg para
regularlas a través de su capacidad supresora. Al realizar ensayos de supresion de
criss-cross o “cruzados”, determinamos que las células Tregs CD4+ trisdmicas,
suprimen tan bien como las células Treg de individuos control o disémicos (D21), pero
que las células T efectoras CD8+ y CD4+ Tconv de personas con SD son resistentes a
la supresién mediada por células Treg, independientemente del cariotipo de las mismas.
A su vez, las células efectoras de personas con SD respondieron mas eficazmente a la
estimulacion con anti-CD3/CD28 in vitro, mostrando un aumento significativo de la

proliferacion y la produccion de moléculas efectoras. Esto ultimo, sumado a lo anterior
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Resumen

evidencia un estado proinflamatorio, que podria explicar la alta susceptibilidad a
desarrollar trastornos autoinmunes.

Al investigar mediante analisis transcriptomico que vias de sefalizacion
desreguladas por la T21 podrian explicar estos cambios indicativos de un estado
inflamatorio, identificamos que leucocitos totales presentaban una firma molecular
asociada con un estado de hiperactivacion de las células T. Este estado, se
correlacionaba positivamente con la fuerte hiperactividad de los interferones tipo | (IFN-
I) observado en el andlisis transcriptomico de células T. Por otro lado, utilizando
citometria de masa unicelular y disefiando un panel de anticuerpos centrado en las vias
de activacion involucradas en la sefalizacion de los IFN-I, determinamos una
sobreexpresion del receptor de interferén de tipo | (IFNAR1) en el compartimiento de
células T de personas con T21, lo cual es compatible con la presencia extra en el chr21
del gen que codifica para esta subunidad del receptor. Cuando los leucocitos fueron
estimulados ex vivo con IFN-a, se observé que éstos presentaban una fuerte
hipersensibilidad al mismo, medida por el grado de fosforilacion intracelular de los
mediadores descriptos bajo la via de sefializacion de IFNAR.

En conjunto, estos resultados nos indican que la desregulacion de las células T
esta asociada con la hiperactividad del interferén y ésta desregulacién podria tener un
impacto clinico y promover el desarrollo de las multiples enfermedades asociadas a la
T21.
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ABREVIATURAS
AGS Aicardi-Goutiéres
AIRE Regulador autoinmune
APP Proteina precursora amiloide
Barcode Cddigo de barra
Bcl-6 B-cell ymphoma 6 protein
BTLA B and T-lymphocyte attenuator
CD25 Subunidad alfa del receptor de IL-2
CDp Células dendriticas plasmocitoides
CDs Células Dendriticas
cGAS Cyclic GMP-AMP synthase
chr2l Cromosoma 21
CMH Complejo mayor de histocompatibilidad
CMV Citomegalovirus
CNS Secuencias no codificadas conservadas
CPA Células presentadoras de antigeno
CTL Linfocitos T citotdxicos
CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
CXCL10 C-X-C motif chemokine 10
CyTOF Citometria de masa de tiempo de vuelo
D21 Disomia 21
DEG Genes expresados diferencialmente
DP Doble positivas
Eff Treg Treg efectoras
EOMES Eomesodermin
FACS Fluorescence-activated cell sorter
FasL Ligando Fas
FMO Fluorescence Minus One
Foxp3 Forkhead box P3
GATA3 GATA binding protein 3
GITR Glucocorticoid-induced TNFR-related
gMMI media geométrica de la intensidad del metal
GWAS Genome-Wide Association Study
GzmB Granzima B
HCS Células madre hematopoyéticas
ICOS Inducible T-cell COStimulator
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NKT
PBMCs
Pd
PD-1
PI3K
PMA
Poli A:U
Poly I:C
PRRs
pTreg
RBCs
RIG-I
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Intensidad de fluorescencia media
Receptor de IFN-I

Interferones tipo |

Interferon alpha

Interferon beta

Interferon gamma

Inmunoglobulina

Interleucina

Innate lymphoid cells

Ingenuity Pathway Analysis

Factor regulador del interferon
IFN-regulated genes

Factor de genes regulados por IFN 3
Janus Kinase 1

killer cell lectin like receptor G1
lymphocyte-activation gene 3
Latency Associated Protein 1

Lupus eritematoso sistémico
Lymphocytic choriomeningitis virus
Mitogen-activated protein kinases
Monocyte chemoattractant protein 1
Melanoma Differentiation-Associated protein 5
Meso Scale Discovery

Natural killers

Natural killers T cells

Células mononucleares de sangre periférica
Paladio

Programmed death-1
Phosphoinositide 3-kinase
Forbol-12-miristato-13-acetato
Polyadenylic - polyuridylic acid
Polyinosinic:polycytidylic acid
Receptor de reconocimiento de patrones
Células T regulatorias periféricas
Glébulos rojos

Retinoic acid-inducible gene |
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RORyt
SD

SP
SPENCD
STAT
T21
T-bet
TCM
TCR
Teff
TEM
TEMRA
Tth
TGF-B
Th
TIGIT

TIM3

TLRs
TNF
Treg
t-SNE
tTreg
TYK2
VEGF-A
VHB
VHC
VIH
VSR

Xeljanz
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Receptores de tipo RIG-I

Retinoid related orphan receptor yt
Sindrome de Down

Simple positivas

Espondiloendrodisplasia

Signal transducer and activator of transcription
Trisomia 21

T-box transcription factor

Célula T de memoria central

T cell Receptor

Células T efectoras

Célula T de memoria efectora

Célula T diferenciada terminalmente

T follicular helper

Transforming growth factor beta

T helper

T cell immmunoreceptor with Ig and ITIM domains
Immunoglobulin domain of T cells and protein 3 containing mucin
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Receptores de tipo Toll

Factor de necrosis tumoral

Células T regulatorias

t-distributed stochastic neighbor embedding
Células T regulatorias timicas

Tyrosin Kinase 2

Vascular endothelial growth factor A

Virus de la hepatitis B

Virus de la hepatitis C

Virus de la inmunodeficiencia humana
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Capitulo 1 Introduccion

INTRODUCCION

BREVE INTRODUCCION SOBRE CELULAS T Y SU ROL EN LA RESPUESTA
INMUNE

El sistema inmune consiste en numerosos subconjuntos de células
especializadas para permitir una amplia gama de funciones, desde la correcta
cicatrizacion de heridas a protegernos de patdgenos y cancer. Todo ello debe ocurrir sin
generar respuestas autoinmunes, en las que el sistema inmune ataca de manera
inapropiada los propios 6rganos y que de forma descontrolada puede desencadenar en
una enfermedad autoinmune. Las células T o linfocitos T forman parte del sistema
inmune adaptativo, desempefian un rol central en la inmunidad mediada por células, y
pertenecen a un grupo heterogéneo de células inmunes capaces de otorgar protecciéon
al hospedador contra infecciones, lesiones y practicamente cualquier noxa. Una
particularidad de las células T, es que pueden ser distinguidas dentro del compartimiento
linfoide de otros tipos celulares, como las células B, células NK (natural killers) e ILC
(innate lymphoid cells), por la presencia del receptor de la célula T (TCR, T cell receptor),
en la superficie de estas células (De Obaldia & Bhandoola, 2015).

Mecanismos de diferenciacion de lacélula T

Las células T son producidas por progenitores, células madre hematopoyéticas
(HSC), que migran desde la médula 6sea hacia el timo, donde finalizan su
diferenciacion; adoptando un destino de célula T con un TCR alfa-beta (TCRap) o TCR
gamma-delta (TCRyd), dependiendo de la recombinaciéon que se genere entre los loci
del TCR. En este estadio, los timocitos (células inmaduras) TCRaB+ que expresan de
manera simultdnea la molécula CD4 y CD8, denominados timocitos doble positivos
(DP), pueden diferenciarse en células NKT innatas (natural killers T cells), células T
CD8+ simples positivas (SP) o CD4+ SP convencionales, estas células maduras
posteriormente emigran del timo hacia periferia, donde alli ejercen su funcién efectora.
Existe a su vez, una subpoblacién de células T CD4+ denominadas células T
regulatorias (Treg), que se caracterizan por la expresion del factor de transcripcion
Foxp3 (forkhead box P3) que también se generan en timo (tTreg). Estas células van a
cumplir un rol crucial en periferia regulando las respuestas efectoras; tal es asi que
pacientes con mutaciones en Foxp3 (sindrome de IPEX) o animales carentes de este
factor de transcripcion (ratones scurfy) padecen de transtornos autoinmunes
sumamente severos (Bras & Geha, 2006; Chang et al., 2005; Hadaschik et al., 2015).

Los linfocitos T asi desarrollados circulan posteriormente por sangre y el sistema

linfatico hasta que son activados al contactar con un antigeno especifico. Los mismos
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Capitulo 1 Introduccion

son presentados por células presentadoras de antigeno (CPA) como células dendriticas
(CDs) o macréfagos, mediante moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH), el cual interactta con el TCR que hay en la superficie del linfocito T. De esta
manera, los linfocitos T pueden responder en forma especifica, por ejemplo, contra
patégenos y células tumorales (De Obaldia & Bhandoola, 2015; Germain, 2002; Klein,
Kyewski, Allen, & Hogquist, 2014; Zuniga-Pflicker, 2004). Durante este trabajo de tesis
nos focalizaremos principalmente en células T CD8+, CD4+ convencionales (CD4+
Tconv) y CD4+ T regulatorias (CD4+ Treg), ya que una aberracion de la respuesta
mediada por células T CD8+ y CD4+ o una falla en la regulacion por células CD4+ Treg
de una respuesta exacerbada, podrian estan asociadas al desarrollo de trastornos

autoinmunes y de un gran espectro de enfermedades mediado por células T.

Respuesta inmune mediada por células T CD8+

Las células T CD8 son una subpoblacién critica de células T, mediadores
fundamentales de la inmunidad adaptativa. Incluyen los linfocitos T citotoxicos (CTL),
que son importantes para matar las células cancerosas o infectadas por virus, y los

linfocitos T CD8+ disfuncionales, que aparecen en ciertas situaciones de cronicidad.

Células T CD8+ efectoras

Las células T CD8+ virgenes recirculan a través de los 6rganos linfoides
secundarios y pueden activarse a través de su TCR mediante el contacto con antigenos
especificos expresados en el contexto de moléculas del CMH clase |, presentes en las
CPA. Después de la activaciéon mediada por el receptor de antigeno, las células T CD8+
comienzan a proliferar y se diferencian en células efectoras o linfocitos T citotéxicos
(CTL). Los CTL pueden matar células una vez que reconozcan nuevamente el péptido
antigénico en el contexto de CMH clase | en una célula diana, por lo cual proporcionan
proteccion principalmente contra infecciones virales o células transformadas. Los
mecanismos efectores que los CTL pueden usar para atacar a las células diana
comprenden entre otras moléculas efectoras, a la perforina, las granzimas y al ligando
Fas (FasL), asi como la produccion de quimiocinas y citocinas efectoras como C-X-C
motif chemokine 10 (CXCL10) y monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1, CCL2),
interferén-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF), respectivamente (Halle, Halle, &
Forster, 2017; N. Zhang & Bevan, 2011) (Figura 1).

Durante una infeccion aguda primaria, se genera por expansion clonal un gran
namero de células CTL especificas, que son en su gran mayoria células que poseen
una vida media corta. Después de la eliminacion del antigeno, la gran mayoria de los

CTL sufren apoptosis y la respuesta se contrae, dejando atras una poblacion mucho méas
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mindscula numéricamente denominadas células T CD8+ de memoria. Las células T de
memoria, que pueden expandirse nuevamente de forma rapida para montar una nueva
respuesta efectora frente a una infeccion secundaria (Halle et al., 2017). Las células
CD8+ T de memoria se pueden subdividir en células T CD8 de "memoria central" y
"memoria efectora” en funcién de sus propiedades migratorias (Geginat, Lanzavecchia,
& Sallusto, 2003; Mahnke, Brodie, Sallusto, Roederer, & Lugli, 2013). Ademas, ciertas
infecciones especificas pueden dar lugar a células T de "memoria residentes", las cuales
residen permanentemente en tejidos no linfoides (Halle et al., 2017; Sathaliyawala et al.,
2013).

Células T CD8+ senescentes

La senescencia es el proceso mediante el cual las células dejan de dividirse de
manera irreversible y entran en un estado de arresto permanente del crecimiento sin
sufrir muerte celular. La senescencia puede ser inducida por dafios en el ADN que no
han sido reparados u otros tipos de estrés celular (Blasco, Partridge, Serrano, Kroemer,
& Lo, 2013; He & Sharpless, 2017). La senescencia se encuentra acompafiada de
distintas alteraciones fenotipicas, incluida la remodelacibn de la cromatina, la
reprogramacion metabdlica, el aumento de la autofagia, resistencia a la apoptosis,
expresion de moléculas antiproliferativas y activacion de rutas de sefalizacién de
deteccion de dafios (Akbar & Henson, 2011; He & Sharpless, 2017; Kobbe, 2018)
(Figura 1).

La senescencia es una caracteristica importante del envejecimiento celular y del
organismo cuando las células alcanzan un punto final en el desarrollo o replicativo.
Aunque el envejecimiento no es una enfermedad en si misma, se lo ha definido como
“‘un fendmeno autoinmune generalizado, leve pero prolongado” (Sergiev, Dontsova, &
Berezkin, 2015; Walford, 1963). El proceso de envejecimiento se caracteriza por la
induccién de un nivel de inflamacién, que aunque bajo, lleva a un aumento de
interleucina (IL)-1B, IL-6 y TNF, y se define como envejecimiento inflamatorio, lo que
contribuye a la patogenia de las enfermedades relacionadas con la edad (Franceschi,
Garagnani, Parini, Giuliani, & Santoro, 2018). Los principales cambios en el
envejecimiento del sistema inmunoldgico adaptativo se producen en el compartimiento
de células T (Tu & Rao, 2016; Weyand & Goronzy, 2016), donde se ha asociado a la
senescencia con respuestas de células T CD8+ disminuidas o ineficaces en individuos
o ratones ancianos (Akbar & Henson, 2011; Decman et al., 2015; Mcelhaney & Effros,
2009).

Varios marcadores fenotipicos han sido asociados con senescencia en las

células T CD8+, como es el caso de CD57 y KLRG1 (killer cell lectin like receptor G1)
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utilizados tanto en humano como en ratén (Henson & Akbar, 2009; Hoji, Connolly,
Buchanan, & Rinaldo, 2007; Xu & Larbi, 2017). En adicion, las células KLRG1+
presentan telémeros acortados, indicativo de una extensa historia proliferativa y
deterioro de la integridad gendémica (Henson et al., 2015). Aunque las células T CD8+
senescentes preservan su funcién efectora (es decir, la capacidad de producir citocinas
e incluso matar células diana), la falta de potencial proliferativo deteriora su capacidad
para montar respuestas inmunes robustas y expandirse en numero después de la
reinfeccion (Kobbe, 2018). Durante la infeccion por virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), las células T CD8+ CD57+ senescentes producen IFN-y pero su
capacidad proliferativa es baja y son mas sensibles a la muerte celular inducida por
activacion (Brenchley et al., 2003) (Figura 1). Por lo tanto, la acumulacién de células
CD8+ T senescentes puede conducir al deterioro de las respuestas inmunoldgicas
protectoras (Wherry & Kurachi, 2015).

Células T CD8+ exhaustas

En situaciones de enfermedades crénicas, como en infecciones virales cronicas
y cancer, que implican una exposicién persistente a un antigeno y / o inflamacién, las
células T CD8+ efectoras adquieren progresivamente un estado de células T "agotada”
o disfuncional, donde éstas no pueden montar una respuesta efectiva frente a una
infeccion (Pauken & Wherry, 2015). El agotamiento de las células T CD8+ se asocia con
la pérdida de la funcion de las células T CD8+ incluida la citotoxicidad y la produccién
de citocinas proinflamatorias como IL-2, TNF e IFN-y (C. Wang, Singer, & Anderson,
2017; Wherry & Kurachi, 2015) (Figura 1). Estas células siguen sobreviviendo por la
persistencia de un antigeno, por lo cual se ha reportado su dependencia del antigeno
para la supervivencia, aunque no pueden generar una inmunidad protectora favorable
(Wang, Singer, & Anderson, 2017). A su vez, tanto en ratones como en humanos las
células T CD8+ agotadas muestran marcadores fenotipicos que se asocian tipicamente
con poblaciones de células T de memoria efectoras (Ichman, Ruener, Ape, & Aters,
2002; Wherry, Blattman, Murali-krishna, Most, & Ahmed, 2003). Durante la infeccion por
el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV, Lymphocytic choriomeningitis virus) en
ratones, las células T CD8+ agotadas expresan bajos niveles de CD62L (también
conocida como L-selectina), receptor de quimiocina 7 (CCR7), receptor de IL-7 (CD127)
y receptor de IL-15 (CD122) (Shin, Blackburn, Blattman, & Wherry, 2007; Wherry,
Barber, Kaech, Blattman, & Ahmed, 2004). Otra de las caracteristicas de las células T
CD8+ agotadas es que estan sujetas a una regulacion negativa: ésto involucra la
sefializacién a través de mudltiples receptores inhibitorios que inhiben la respuesta

funcional y proliferativa (Blackburn et al., 2009). Se ha demostrado que programmed
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death-1 (PD-1) es el receptor inhibitorio mas expresado en las células T CD8+ durante
infecciones cronicas, y tiene un rol importante en la regulacion del agotamiento de las
células T en modelos de infeccion (Barber et al., 2006; Blackburn et al., 2009). A su vez,
se ha observado un aumento en la expresion de PD-1 durante la infeccion crénica por
LCMV en ratones (Barber et al., 2006); ésto también ocurre durante las infecciones por
VIH, virus de la hepatitis B (VHB) y virus de la hepatitis C (VHC) (Boni et al., 2007;
Petrovas et al., 2006; Trautmann et al., 2006; Urbani et al., 2006). Una observacion
importante es que el bloqueo de la via de sefializacién de PD-1 puede restaurar las
respuestas de células T especificas (tanto su proliferacion como la secrecion de
citocinas) en ratones infectados con LCMV (Barber et al., 2006) y en humanos con
infecciones crénicas como VIH (Petrovas et al., 2006; Trautmann et al., 2006), VHB
(Boettler et al., 2006) y VHC (Urbani et al., 2006). También se ha demostrado que otros
receptores inhibitorios, ademas de PD-1, inducen una falta de respuesta de las células
T durante las infecciones cronicas, como el receptor LAG3 (lymphocyte-activation gene
3), 2B4 (también conocido como CD244), CD160, TIM3 (Immunoglobulin domain of T
cells and protein 3 containing mucin domain, conocido como HAVCR?2), BTLA (B and T-
lymphocyte attenuator, conocido como CD272), TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig
and ITIM domains), CTLA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, también conocido como
CD152), entre otros (Blackburn et al., 2009).

Las células T CD8+ agotadas pueden dividirse en grupos que expresan
diferentes nimeros y combinaciones de receptores inhibitorios (Figura 1). Utilizando el
modelo de infeccién LCMV en ratones, se demostro que el patrén de coexpresion de los
diferentes receptores inhibitorios afecta la calidad funcional de las células T CD8+
especificas para el virus durante la infeccion (Blackburn et al., 2009; Wherry et al., 2007).
Ademas, el bloqueo simultaneo de TIM3 y el ligando de PD-1 (PD-L1) ha demostrado
ser mas eficaz para restaurar la inmunidad antitumoral que el bloqueo de una Unica via
(Fourcade et al., 2010). Asimismo, ciertas citocinas como IL-10 y TGF-f (transforming
growth factor beta), asi como las células Treg, también pueden contribuir a la falta de
funcionalidad de las células T en situaciones de alta carga antigénica (Yi, Cox, & Zajac,
2010).

Aunque la expresion de los receptores inhibitorios cambia durante la
diferenciacion de las células T, la expresion de estos receptores per se no indica que
una célula T se encuentra en un estado de agotamiento. Por ejemplo, las células T
humanas que expresan PD-1, CTLA-4 y otros receptores inhibitorios pueden mostrar
actividad funcional después de la activacion (Greenwald, Freeman, & Sharpe, 2005).
Las células T humanas en etapas intermedias de diferenciacion expresan altos niveles

de PD-1y CTLA-4, y estas células poseen telomeros relativamente largos, por lo que
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se las define como células T pre-senescentes o diferenciadas en etapa terminal. El perfil
genético de los diferentes subgrupos de células T ha mostrado un aumento en la
expresion del receptor inhibitorio en las dltimas etapas de la diferenciacion (Cao,
Gollapudi, Sharma, Jia, & Gupta, 2010; Czesnikiewicz-guzik et al., 2008; lii, Levine, &
Becker, 2005), pero los datos de microarreglos de ADN generados a partir de células T
senescentes y agotadas no se han comparado directamente. Sin embargo, las
poblaciones de células T en las Ultimas etapas de la diferenciacion expresan niveles
relativamente altos de estos receptores inhibitorios, lo que indica que existe la
posibilidad de controlar la funcién de las células T que estan cerca de la senescencia
por la sefalizacién de receptores inhibitorios (Akbar & Henson, 2011).

Factores de transcripcion en la diferenciacion de células T CD8+

Los factores de transcripciébn T-bet (T-box transcription factor) y Eomes
(Eomesodermin), han sido implicados como reguladores en la diferenciacion y funcion
de las células T CD8+ (Intlekofer et al., 2005; Pearce et al., 2014). Durante las etapas
iniciales de la activacion de las células T CD8+, T-bet y Eomes cooperan para promover
la formacion de linfocitos citotoxicos mediante la induccion de la expresion de las
moléculas citoliticas perforina y granzima B (Banerjee et al., 2015; Intlekofer et al., 2005,
2007; N. S. Joshi et al., 2007; Pipkin et al., 2010). En el contexto de las células T CD8+
de memoria, tanto T-bet como Eomes mantienen los fenotipos de memoria estabilizando
la expresion de IL-2R[B, promoviendo asi la sefializacion de IL-15 y la proliferacion
homeostatica de células de memoria (Banerjee et al., 2015; Intlekofer et al., 2005, 2007;
Pipkin et al., 2010).

Mientras que T-bet y Eomes tienen roles cooperativos y redundantes en las
células T CD8+, también tienen influencias Unicas sobre la funcion de las células T
CD8+. En modelos murinos, las células T CD8+ efectoras se caracterizan por niveles
altos de T-bet que disminuyen gradualmente a medida que las células avanzan hacia
un fenotipo de memoria (Joshi et al., 2011). En contraste, mientras Eomes se expresa
en las células efectoras, su expresion aumenta a medida que las células pasan de un
estado efector hacia un estado de memoria (Banerjee et al., 2015; Joshi et al., 2011,
Pipkin et al., 2010). Los estudios en ratdn sobre la sobreexpresion de T-bet, sugieren
que los altos niveles de T-bet conducen a la diferenciacién terminal (Joshi et al., 2007).
Por el contrario, los ratones deficientes para Eomes poseen defectos en la formacién de
la memoria a largo plazo y la renovacién homeostatica (Banerjee et al., 2015; Intlekofer
et al., 2005; McLane et al., 2013).
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Ademds de jugar un rol en la diferenciacion de células T CD8+ efectoras, estos
factores de transcripcion también participan en el desarrollo progresivo de senescencia
y agotamiento, condiciones que han sido asociadas con infeccién viral crénica y / o
inflamacién crénica (McLane et al., 2013; Rutishauser & Kaech, 2010; Wherry & Kurachi,
2015). Algunos estudios han comenzado a delinear como el equilibrio de la actividad de
los factores de transcripcion afecta la funcion de las células T CD8+. Se predijo en un
andlisis computacional que Eomes seria un factor de transcripcion clave involucrado en
la disfuncion de las células T CD8+ durante la infeccion crénica por LCMV (Doering et
al., 2012). Tanto en la infeccion crénica por LCMV murina como en la infeccion por VIH
en humanos, se observl que la expresion de Eomes y T-bet no se correlacionaban
positivamente, con la expresion de Eomes marcando un subconjunto terminal de
linfocitos T CD8+ disfuncionales con capacidad proliferativa reducida y la expresion de
T-bet marcando un subconjunto progenitor con alta capacidad proliferativa (Buggert et
al., 2014, Paley, 2012). Es importante tener en cuenta que la expresion de un solo factor
de transcripcién no es suficiente para identificar el estado disfuncional, ya que los
factores de transcripcibn a menudo se reclutan para desempefiar funciones
dependientes del contexto, debido a que T-bet y Eomes tienen distintos roles en
diferentes etapas de la diferenciacion de las células T CD8+ (Kaech & Cui, 2012).

De acuerdo con el balance de T-bet y EOMES como un determinante importante
del fenotipo disfuncional, Eomes esté asociado con un fenotipo disfuncional, mientras
que T-bet esté asociado con la induccién de funciones efectoras y activacion. (Buggert
et al., 2014, Doering et al., 2012; Intlekofer et al., 2007). Esto nos indica que determinar
los niveles de T-bet y Eomes es importante para identificar la funcién y el destino de una
célula T CD8+ (Figura 1).
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por IL-7 y/o IL-15 ++ - -
-Dependencia antigénica - + +
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Figura 1: Caracteristicas generales de las células T CD8+ efectoras, senescentes y
agotadas. Después de la presentacidon antigénica, las células T CD8+ activadas reciben
sefiales de multiples citocinas que promueven la diferenciacion a células T CD8+ efectoras,
las cuales pueden eliminar el antigeno, poseen propiedades proliferativas, producen citocinas
como IL-2, IFN-y y TNF y expresan bajos niveles de receptores inhibitorios (iRs). A su vez,
migran a los sitios periféricos durante la infeccién aguda para ejercer su funcién efectora. Por
el contrario, durante la infeccion crénica, el antigeno y la inflamacion persisten después de la
fase efectora. A medida que avanza la infeccién y continda la estimulacién de las células T,
las células T pierden funciones efectoras de manera jerarquica y adquieren un fenotipo
senescente y/o agotado. Tipicamente, las funciones tales como la produccién de IL-2 y la
polifuncionalidad, asi como la alta capacidad proliferativa, se pierden pronto; a esto le siguen
defectos en la produccion de IFNy, TNF y quimiocinas, asi como en la desgranulacion. El
agotamiento de las células T también se acompafia de un aumento progresivo en la cantidad
y diversidad de los receptores inhibitorios que se expresan, incluida PD-1, LAG3, BTLA,
CTLA-4, CD160, TIM3 y TIGIT. TCR, T cell receptor, IL-, interleucina, TNF, Tumor necrosis
factor, IFN, interferon, GzmB, granzima B, TRAIL, Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis
Inducing Ligand, FasL, Ligando de Fas, KLRG1, Killer-cell lectin like receptor G1, PD-1,
programmed death-1, CTLA-4, cytotoxic T Ilymphocyte-associated antigen-4; LAGS3,
lymphocyte-activation gene 3, TIGIT, T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains, BTLA,
B- and T-lymphocyte attenuator, TIM3, T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-
3. Adaptado de Nature Reviews. Wherry & Kurachi, 2015.

Respuesta inmune mediada por células T CD4+

Las células T CD4+ conocidas como linfocitos T colaboradores o linfocitos Th (T
helper), son una subpoblacion de células T restrictas al CMH clase Il y desempefian un
rol central en la funcién del sistema inmune: colaboran con las células B para la
produccién de anticuerpos, potencian y mantienen las respuestas de las células T CD8+,
regulan la funcion de los macréfagos, orquestan respuestas inmunitarias contra una
amplia variedad de microorganismos patdégenos y regulan/suprimen la respuesta
inmune tanto en situaciones de autoinmunidad, como en respuestas asociadas a otras
patologias como asma, alergia e inmunidad tumoral, ademas de ajustar la magnitud y
persistencia de una respuesta contra patégenos. Las células T CD4+ son mediadores
importantes de la memoria inmunolégica, y cuando disminuyen sus ndmeros 0 se
pierden sus funciones, el hospedador se vuelve susceptible a una amplia gama de
trastornos infecciosos (Zhu, Yamane, & Paul, 2010).

Las células T CD4+ virgenes pueden activarse tras la interaccién con el péptido
antigénico presentado en el contexto de CMH clase Il presente en CPA y segun las
condiciones en las que ocurre este primer encuentro pueden diferenciarse en subtipos
especificos. Ademas de los subtipos de células T cooperadoras tipo 1y 2 (Thly Th2
respectivamente), que fueron los primeramente descritos, también pueden diferenciarse
a otros subtipos definidos més recientemente, tales como las Th17, Tfh (T follicular
helper), y pTreg (células T reguladoras periféricas) (Figura 2). Esta diferenciacion o

polarizacion se rige predominantemente por las citocinas que se producen en el
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microambiente (Figura 2) y, hasta cierto punto, por la fuerza de la interaccion del TCR

con el antigeno (Boyton & Altmann, 2002).

Células Th: citocinas producidas y funciones

Las células Thl se caracterizan por su produccion de IFN-y y estan implicadas
en la inmunidad celular contra microorganismos intracelulares. La IL-12 producida por
células inmunes innatas, asi como IFN-y producida por células NK y células T, polarizan
las células hacia el programa de diferenciacion de células Thl mediante la accién de los
factores de transcripcibn STAT4 (Signal transducer and activator of transcription 4),
STAT1 y T-bet (Zhou, Chong, & Littman, 2009; Zhu & Paul, 2008) (Figura 2).

Las células Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-13 y se requieren para la inmunidad
humoral para controlar los helmintos y otros patdgenos extracelulares. La diferenciacion
de células Th2 requiere la accion de los factores de transcripcion GATA3 (GATA binding
protein 3) bajo la via de sefializacion de IL-4 y STAT6 (Zhou et al., 2009; Zhu & Paul,
2008) (Figura 2).

Las células Th17 producen IL-17A, IL-17F e IL-22 y juegan un rol importante en
la eliminacién de bacterias y hongos extracelulares, especialmente en las superficies de
la mucosa. La diferenciacion de células Th17 requiere RORyt (retinoid related orphan
receptor y t), un factor de transcripcioén inducido por TGF-B en combinacion con las
citocinas proinflamatorias IL-6, IL-21 e IL-23, que activan la fosforilacibn de STAT3.
(Chaudhry et al., 2009; Z. Chen, Laurence, & Shea, 2007) (Figura 2).

Las células Tfh son un subconjunto de células T colaboradoras que regulan la
maduracion de las respuestas de células B. La diferenciacién de estas células requiere
la citocina IL-21 y depende del factor de transcripcién Bcl-6 (B-cell ymphoma 6 protein)
(Nurieva et al., 2008; Vogelzang et al., 2010; Zhou et al., 2009; Zhu et al., 2010) (Figura
2).

Células Treq: citocinas producidas vy funciones

Para obtener el control efectivo de infecciones y evitar asi, el desarrollo de
enfermedades autoinmunes e inmunopatologicas, se requiere una regulacién estricta de
las respuestas de células T efectoras. Las respuestas aberrantes de las células Thly
Th17 promueven la generacion de enfermedades autoinmunes, mientras que las células
Th2 son responsables del desarrollo de alergia y asma (Chaudhry et al., 2009; Chung
et al., 2011; Koch et al., 2009; Zhou et al., 2009) Las células Treg se caracterizan por la
expresion del factor de transcripcion Foxp3, son indispensables para el mantenimiento

de la tolerancia inmunolégica a lo propio y la homeostasis mediante la supresion de
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respuestas inmunes excesivas perjudiciales para el hospedador (Rudensky, 2011;
Sakaguchi, Yamaguchi, Nomura, & Ono, 2008).

Se han identificado dos categorias principales de células Treg Foxp3+: las
células tTreg que se generan en timo y las células pTreg generadas en periferia a partir
de células CD4+ Tconv. Las células tTreg requieren de mdultiples sefiales para definir su
desarrollo tales como, una alta afinidad y avidez entre el TCR y el CMH clase Il
conteniendo un autoantigeno, la presencia de IL-2, ya que estas células expresan altos
niveles de CD25 (subunidad alfa del receptor de IL-2) y la participacién de CD28 cuya
sefializaciébn complementa al TCR en etapas tempranas del desarrollo. La diferenciacién
a células pTreg depende de la sefializacion de TGF-B y de la presencia de CTLA-4 en
lugar de CD28 (Figura 2) (Josefowicz, Lu, & Rudensky, 2012; Zhou et al., 2009). Existe
evidencia sustancial de que Foxp3, codificado en el cromosoma X, juega un papel critico
en el desarrollo y la funcién de las células Treg (Fontenot, Gavin, & Rudensky, 2003;
Hori, 2011). Sin embargo, hay varias indicaciones de que la mera expresion de Foxp3
per se podria no ser suficiente para mantener establemente la funcién supresora de las
células Treg o para delinear de forma fiable las células Treg funcionales. Por ejemplo,
las células Tconv humanas activadas transitoriamente expresan bajos niveles Foxp3 sin
adquirir actividad supresora de células Treg, e incluso producen citocinas
proinflamatorias tras la activacion, pero no expresan otros genes asociados a la firma
de células Treg, como CTLA-4 e IL-2Ra (Allan et al., 2007; Miyara, Yoshioka, Kitoh,
Shima, Wing, Niwa, Heike, et al., 2009). En la actualidad se sabe que la regulacion
epigenética es indispensable para iniciar y mantener la expresion de Foxp3 y otras
moléculas claves en las células Treg. Esto se debe a que en el locus de Foxp3 se
encuentran 4 elementos regulatorios, un promotor de Foxp3 y 3 secuencias no
codificantes conservadas denominadas CNS1, CNS2 y CNS3. Las CNS son
importantes en la regulacion transcripcional de la expresion de Foxp3 ya que, favorecen
la induccion de Foxp3 en células T CD4+ en periferia, mantienen de manera estable la
expresion de Foxp3 en células tTreg y estan implicados en la regulacién temprana de la
activacion del locus Foxp3, respectivamente (Josefowicz et al., 2012; Morikawa &
Sakaguchi, 2014).
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Figura 2: Polarizacidon de células T CD4+ virgenes en subpoblaciones de células Th.
Cuando se realiza la presentacién antigénica por células presentadoras de antigenos (CPA),
las células T CD4+ virgenes pueden diferenciarse en células Thl, Th2, Thl7, pTreg y Tfh.
Estos programas de diferenciacion estan controlados por citocinas presentes en el medio,
como IL-12 e IFN-y, que son importantes para la diferenciacion de células Thi, e IL-4, que
es crucial para la diferenciacién de células Th2. TGF-§ junto con IL-6 induce la diferenciacion
de células Th1l7, mientras que la diferenciacion a pTreg es inducida por TGF-f3, acido
retinoico (RA) e IL-2. La diferenciacién de células Tfh requiere IL-21. Se han identificado
factores de transcripcion especificos que establecen el programa de diferenciacién de cada
subconjunto de células T colaboradoras: T-bet para células Thl, GATA3 para células Th2,
RORyt para células Th17 y Foxp3 para células iTreg. CPA, célula presentadora de antigeno;
Eomes, Eomesodermin, T-bet, T box transcription factor, BCL-6, B-cell ymphoma 6 protein,
FOXP3, forkhead box P3; GATA3, GATA binding potein 3; IFN-y, interferon gamma; RORVt,
retinoid related orphan receptor yt; TGF-B, transforming growth factor beta; TNF-a, Tumor
necrosis factor alpha, IL-, interleucina, pTreg, células T reguladora perifericas; Tth, T follicular
helper, FasL, ligando Fas. Adaptado de Nature Reviews. Meng X. et al, 2016.

Las células Treg ejercen su funcién regulando las respuestas de células T
efectoras y previniendo asi sus efectos potencialmente patogénicos a través de una
variedad de mecanismos (Figura 3). La accién de las Tregs puede estar mediada por la
secrecion de citocinas inmunosupresoras, como IL-10, TGF-B, IL-35 y galectina-1 o por
mecanismos dependientes del contacto células-célula a través de moléculas tales como
CTLA-4, GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related), KLRG1, PD-1, CD39, CD73,
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ICOS (Inducible T-cell costimulator), TIGIT y LAG-3. Estos mecanismos pueden
clasificarse en diversas categorias, dentro de las cuales existen: (i) modulacion de la
actividad de CPA a través de: la interaccion entre CTLA-4 presente en células Treg con
los receptores coestimuladores en la superficie de CPA; la sefial mediada por TIGIT
presente en las Treg que induciria la produccién de citocinas inmunosupresoras como
IL-10 y TGF-B por las CDs; la interaccion de LAG-3 que puede interactuar con CMH
clase Il presente en la CPA, que promueve un fenotipo inmaduro en las CDs, que
conduce a una disminucion en la activacion de células virgenes/efectoras. (ii) liberacion
de citocinas inhibitorias por las células Treg, tales como IL10, TGF-f e IL-35,
suprimiendo la activacion de células T y modulando la funcién de CPA, inhibiendo la
expresion de CD80 y CMH. (iii) citotoxicidad directa ejercida por células Treg en ciertas
circunstancias, a través de la produccién de perforinas / granzimas e induccion de
apoptosis en células efectoras y CPA. (iv) alteracion metabdlica gatillada por células
Treg, por ejemplo, estimulando a las CPA a producir enzimas que consumen
aminoacidos esenciales, previniendo la proliferacién de células efectoras/virgenes; o
pueden producir la inactivacién catalitica de adenosina trifosfato (ATP, adenosine
triphosphate) por las exoenzimas CD39/CD73 expresados en su superficie. (v)
expresion de altos niveles de CD25 en células Treg, que favorece la con las células T
efectoras por esta citocina, privando de IL-2 al resto de las poblaciones de células T. (vi)
expresion de altos niveles de receptores coestimulatorios tales como GITR y ICOS en
células Treg, que son importantes en el control de la funcién de las células Treg
(Caridade, Graca, & Ribeiro, 2013; Josefowicz et al., 2012; Miyara & Sakaguchi, 2007,
Shevach, 2009; Vignali, Collison, & Workman, 2008) (Figura 3).

Una reduccion en el nimero o la capacidad funcional de las células Treg puede
alterar el delicado equilibrio inmunoldgico entre la respuesta inmune y la regulacion,

dando como resultado el desarrollo de una patologia o trastornos autoinmunes.
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Figura 3: Mecanismos de supresion mediados por las células Treg. Una variedad de
mecanismos moleculares opera de forma complementaria para contribuir a la supresion
mediada por células Treg. Todos estos mecanismos se pueden clasificar en dos categorias
principales: mecanismos independientes de contacto celular (producciéon de citocinas
inhibidoras, privacion de IL-2 y ATP / ADP) y mecanismos dependientes del contacto celular
(induccién de citdlisis y modulacién de CPA). CDs, célula dendritica, CMH, complejo mayor
de histocompatibilidad, CTLA-4, cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4; LAGS3,
lymphocyte-activation gene 3, PD-1, programmed death-1, PDL1/2, programmed death
ligand-1/2, IL-, interleucina, GzmB, granzima B, TGF, transforming growth factor; Foxp3,
forkhead box P3. Adaptado de Nature Reviews. Meng X. et al, 2016.

REGULACION DE LA RESPUESTA DE INTERFERONES TIPO I: ROL
PROTECTIVO Y PREJUDICIAL

La familia de los interferones tipo | (IFN-I) incluye un gen para IFN-B (interferon
beta) y 13 0 14 genes para IFN-a (interferén alfa), en humanos y ratén respectivamente.
Es importante diferenciarlos de los interferones tipo Il y de los menos conocidos
interferones tipo Ill. La familia de los interferones tipo Il, incluye inicamente al IFN-y que
es producido principalmente por células T en el contexto de una respuesta inmune
adaptativa. Los IFN-I fueron descriptos por primera vez en la década de los "50 como
agentes antivirales, al volver resistentes a infecciones virales a células cultivadas con
los mismos virus (K. Chen, Liu, & Cao, 2017).

Casi todas las células del cuerpo tienen la capacidad de producir IFN-I en
respuesta a la activacion de receptores de la inmunidad innata denominados receptores

de reconocimiento de patrones (PRRs), principalmente ante la deteccion de acidos
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nucleicos virales. Dentro de estos PRRs capaces de inducir IFN-I se encuentran los
receptores de tipo Toll (TLRs, TLR4, TLR3, TLR7, TLR9), los receptores de tipo RIG-I
(RLRs, RIG-I, MDAD5) y sensores de ADN citosolicos (cGAS); sus vias de sefializacion
son distintas, pero todos convergen en la produccién de citocinas proinflamatorias (IL-
6, IL-12, TNF) e IFN-I (IFN-a, IFN-B).

Dentro de las células de la inmunidad innata, una subpoblacién de CDs, las
células dendriticas plasmocitoides (CDp) tienen como rol fundamental la produccién de
grandes cantidades de IFN-a en respuesta principalmente a infecciones virales, debido
a sus altos niveles de expresion del factor de transcripcion regulador del interferén 7
(IRF7) y a la expresion constitutiva de muchos de los PRRs involucrados en la induccion
de una respuesta de IFN-I (Crouse, Kalinke, & Oxenius, 2015; Webster, Assil, & Dreux,
2016).

Una vez secretados, los IFN-I sefializan a través de IFNAR (receptor de IFN-I)
constituido por las subunidades IFNAR1 e IFNAR2 presente de manera ubicua en la
mayoria de las poblaciones celulares. Tras interaccionar con IFN-I, se fosforila el propio
receptor y las quinasas asociadas al mismo, JAK1 (Janus Kinase 1) y TYK2 (Tyrosin
Kinase 2) que llevan a la fosforilacion de proteinas STATs (Signal transducer and
activator of transcription) induciendo su dimerizacién. Posteriormente, estas proteinas
fosforiladas translocan al ndcleo para la induccién de la transcripcion de un conjunto de
genes denominados genes regulados por IFN (IRGs, IFN-regulated genes). A lo largo
de los afnos, se han identificado miles de potenciales IRGs que han sido recolectados
en una base de datos denominada Interferoma, que demuestra que un conjunto de estos
genes se activan dependiendo del contexto y del tipo celular reconociendo IFN-I
(Samarajiwa, Forster, Auchettl, & Hertzog, 2009). El complejo STAT de sefializacion
prototipico para IFN-I es el factor de genes regulados por IFN 3 (ISGF3, IFN-stimulated
gene factor 3) compuesto por STAT1, STAT2 e IRF9 (Figura 4). Este ISGF3 induce la
transcripcion de la mayoria de los genes de respuesta a IFN-I, que llevan a la sintesis
de proteinas efectoras responsables de los efectos antivirales, antitumorales e
inmunorregulatorios de los IFN-I. Los IFN-I también pueden sefalizar a través de los
homodimeros STAT1, que estan mas comunmente asociados con la ruta de
sefializacion mediada por IFN-y. Otros heterodimeros y homodimeros STAT también
pueden activarse, incluidos STAT3, STAT4 y STAT5. También se pueden activar otras
vias de sefializacion que no dependen de la actividad de JAK y / o STAT, incluidas las

MAPK (mitogen-activated protein kinases) y la via PI3K (phosphoinositide 3-kinase), lo
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que provoca diversos efectos en las células (McNab, Mayer-Barber, Sher, Wack, &
O’Garra, 2015; Parker, Rautela, & Hertzog, 2016) (Figura 4).
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Figura 4: Vias de induccion de IFN-I y sefalizacién del receptor. Reconocimiento de
productos microbianos por PRRs pueden conducir a la induccién de los genes que codifican
a IFN-I, por varias vias de sefializacién distintas. La interaccion de IFN-I con el heterodimero
IFNAR1/2 activa TYK2 y JAK1, las cuales desencadenan distintas vias de sefializacion
siendo la principal la de ISGF3. También se pueden activar otras vias de sefializacion,
incluidas la via MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) y la via PI3K (Phosphatidylinositol
3-kinase pathway), lo que conduce a diversos efectos sobre la célula. Al translocar al nucleo
se induce todo un programa antiviral, antitumoral e inmunorregulatorio. Alt-IRF, IRF
alternativos, IRF3-7, Interferon regulatory factor3 and 7; AP-1, activator protein 1; cGAMP,
cyclic di-GMP-AMP; cGAS, cytosolic GAMP synthase; DAI, DNA-dependent activator of IRFs;
ER, endoplasmic reticulum; GAS, y-activated sequence; IKKg, IkB kinase-g; MAVS,
mitochondrial antiviral signalling protein; MDA5, melanoma differentiation-associated gene 5;
MYD88, myeloid differentiation primary response protein 88; NF-kB, nuclear factor-«B; NOD?2,
NOD-containing protein 2; STING, stimulator of IFN genes; TBK1, TANK-binding kinase 1;
TRAF, TNF receptor-associated factor; TRAM, TLR adaptor molecule; TRIF, TIR domain-
containing adaptor protein inducing IFNG; TYK2, tyrosine kinase 2. Adaptado de Nature
Reviews. McNab F. et al. 2015.

Estudios recientes han descubierto un rol patogénico central de los IFN-I. Hace
relativamente pocos afios que se logré la diseccion genética y molecular de algunos
trastornos mendelianos raros asociados con la sobreproduccién constitutiva de IFN-I, a
los que se denomind interferonpatias. En estas patologias, los niveles elevados de IFN-
| son sumamente perjudiciales para el huésped al promover respuestas
autoinflamatorias y una ruptura de la tolerancia inmunolégica, lo que lleva a la
autoinmunidad. En general, en estas enfermedades existe una activacion inapropiada
de IFN-I, debido a alteraciones en el metabolismo de los acidos nucleicos intracelulares

o de nucleétido citosélicos o en los mecanismos de reconocimiento inmune de estos
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acidos nucleicos, todos éstos eventos claves en la patogénesis de las interferonopatias
de tipo | (Crow, 2011; Lee-kirsch, 2017; Webster et al., 2016)

Varias patologias clinicas estériles se caracterizan por la aberrante induccion de
IFN-I: la primera en identificarse fue i) el sindrome de Aicardi-Goutieres (AGS) (Crow &
Manel, 2015), y posteriormente se incluyeron ii) el lupus familiar de la Chilblian (Lee-
kirsch et al., 2006) iii) la espondiloendrodisplasia (SPENCD) (Briggs et al., 2011; Lausch
et al., 2011) y iv) la forma monogénica de lupus eritematoso sistémico (LES) (Baechler
et al.,, 2016; Blanco, 2013). A su vez, se descubrieron una serie de enfermedades
genéticas que pertenecen a esta familia. En estas patologias se han encontrado
mutaciones en varias nucleasas o PRRs y las CDp tienen un rol central como la principal
fuente de IFN-I en la mayoria de estas enfermedades autoinmunes o autoinflamatorias.
Los eventos centrales en la iniciacién de estas enfermedades incluyen la activacién de
TLRs en las células dendriticas CDp y la induccion de IFN-I (Ganguly, 2018).

Las interferonopatias de tipo | son enfermedades cronicas multisistémicas que
causan morbilidad significativa y grave. La etiologia inflamatoria de las interferonopatias
tipo | indica que son susceptibles a tratamientos inmunomodulatorios. En la actualidad
se estan utilizando terapias inhibitorias dirigidas hacia IFN-a/B, el receptor de IFN-a
(IFNAR) o la via JAK/STAT para inhibir la respuesta patégena de IFN-I, lo cual esta
resultando terapéuticamente eficaz en algunas de ellas (Belot et al., 2016; Kdnig et al.,
2017).

LA TRISOMIA 21

Generalidades de la trisomia 21

La mayoria de las personas poseen dos copias de cada cromosoma en sus
células. Sin embargo, el sindrome de Down (SD), uno de los trastornos genéticos
humanos mas complejos, es causado por la presencia de una tercera copia del
cromosoma 21 (chr21) en algunas o en todas las células de un individuo, lo cual afecta
el desarrollo humano de diversas formas en todos los sistemas de 6rganos principales.
También conocido como Trisomia 21 (T21), el SD tiene una frecuencia de
aproximadamente 1 de cada 700 nacimientos (Alexander et al., 2016)

Uno de los aspectos mas intrigantes de la T21 es que causa un espectro alterado
de enfermedad en la poblaciéon con SD, protegiendo a estos individuos de algunas
enfermedades, como la mayoria de las neoplasias malignas sélidas (Hasle, Friedman,
Olsen, & Rasmussen, 2016), pero predisponiéndolos a desarrollar otras, como la
enfermedad de Alzheimer, y convulsiones de etiologia desconocida que podrian estar
relacionadas con la neuroinflamacion crénica (Hartley et al., 2014). Es de destacar, que

las personas con T21 tiene alta predisposicion a desarrollar un espectro especifico de
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afecciones autoinmunes, que incluyen la enfermedad tiroidea autoinmune (lvarsson et
al., 1997; Kinik, Ozcay, & Varan, 2006; Lavigne et al., 2017), enfermedades celiacas
(Kinik et al., 2006; Marild et al., 2013), diabetes tipo | (Anwar, Walker, & Frier, 1998;
Kinik et al., 2006) y un rango de afecciones autoinmunes y autoinflamatorias de la piel
(Madan, Williams, & Lear, 2006; Schepis, Barone, Siragusa, Pettinato, & Romano,
2002). Con la excepcion de la enfermedad de Alzheimer, cuyo alto riesgo se ha
adjudicado a la presencia del gen de la proteina precursora amiloide (APP), codificado
en el chr2l, las bases moleculares y celulares de esta diferente susceptibilidad a un
espectro de enfermedades no estén claras (Figura 5).

Mortalidad por cancer Sistema cardiovascular

Tumores solidos 1, >14 veces Enfermedad de arterias coronarias |, >2 veces
Mama 1, >25 veces Hipertension 1, >3 veces
Prostata 1, >12 veces Fibrilacién auricular 1, >3 veces
Colon 1, >12 veces Infarto de miocardio 1, >2 veces
Oral 1, 20 veces Hipotension 1, >2,5veces
Pulmon 1, >50 veces Defectos congénitos de corazén 1, >30 veces
Ovario 1, >14 veces Sistema nervioso

Rifion 1, >12 veces Deterioro cognitivo 100%
Melanoma 1, >16 veces Patologia cerebral AD 100% +de 40 afios
Cerebro 1, >11 veces AD asociada a la demencia 75% +de 60 anos
Pancreas 1, >7 veces Desorden del espectro autista 1, >10 veces
Estomago 1, >7 veces Epilepsia t, >8 veces
Vejiga 1, >5 veces Espasmos infantiles 1, >40 veces
Endometrio 1, >4,5 veces Desordenes autoinmunes

Higado 1, >2 veces Hipotiroidismo 1, >10 veces
Testiculo 1, >3 veces Enfermedades celiacas 1, >10 veces
Sistema respiratorio Diabetes tipo | 1, >3 veces
Apnea obstructiva del suefio 1, >5 veces Vitiligo 1, >10 veces
Infecciones del tracto respiratorio 1 Alopecia areata 1, >10 veces
Sistema musculoesquelético Desordenes hematologicos

Hipotonia 1 Tombocitopenia T
Colagenopatias 1 Linfopenia Ty B 1
Inestabilidad atlantoaxial 1 TMD 1, >10 veces
Obesidad il Leucemias pediatricas

Problemas de vision >60% ALL, AML 1, >10 veces
Problemas de audicion >70% AMKL 1, >400 veces

Figura 5: Individuos con T21 tiene un espectro de enfermedad diferente. Resumen de
diversos estudios epidemiolégicos que revelan una disminucién o aumento de la incidencia
de diversas afecciones médicas. * El deterioro cognitivo muestra mucha variacién, con
algunos individuos dentro del rango de cociente intelectual definido para la poblacion general.
AD, Alzheimer disease, TMD, Transient myeloproliferative disorder, ALL, Acute lymphoblastic
leukemia, AML, Acute myeloid leukemia, AMKL, Acute megakaryoblastic leukemia. Adaptado
de Human Trisomy Project. Linda Crnic Institute for Down syndrome.
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Anomalias del sistema inmunoldgico asociadas con la Trisomia

En la poblacion tipica se ha establecido que el sistema inmunolégico es un
modulador clave de muchas de las afecciones médicas que padecen, con una incidencia
exacerbada, las personas con SD. Sin embargo, poco se sabe acerca de la
desregulacion inmunolégica en personas con T21 que podria contribuir a la alta
prevalencia de trastornos autoinmunes y al estado cronico autoinflamatorio. Aunque en
la actualidad esta bien documentado que las personas con SD muestran signos de una
gran desregulacion inmunolégica (Asim, Kumar, Muthuswamy, Jain, & Agarwal, 2015;
Kusters, Verstegen, Gemen, & De Vries, 2009; Ram & Chinen, 2011; Ugazio, Maccario,
Notarangelo, & Burgio, 1990), la literatura disponible no proporciona una imagen clara
de la extension y etiologia de este fendbmeno. Muchos informes comparan individuos
con SD institucionalizados con la poblacién tipica, una comparacion que ya no es valida
en esta era moderna de inclusién, a la vez que hay muchos informes que apoyan

conclusiones contradictorias.

La trisomia 21 causa alteraciones en la inmunidad innata

Los primeros estudios realizados para evaluar la funcionalidad del sistema
inmunoldgico y la gran susceptibilidad a infecciones que poseen individuos con T21 a
fines de la década de 1970, demostraron grandes defectos en la quimiotaxis de los
neutrofilos; mientras que, la fagocitosis y la respuesta de estallido oxidativo, no se
observaron afectadas (Barkin, Weston, Humbert, & Maire, 1979; lIzumi et al., 1989).

Por otro lado, numerosos estudios demuestran que individuos con SD presentan
una mayor frecuencia de células NK (A. Cossarizza et al., 1990; Cuadrado & Barrena,
1996), evidencia que respalda que estos individuos son considerados un modelo de
envejecimiento acelerado, ya que un aumento en el porcentaje de células NK ha sido
asociado con el envejecimiento (B. A. Cossarizza et al.,, 1991). Sin embargo, estos
estudios fueron realizados en pequefios grupos de individuos con T21 utilizando
citometria de flujo que en ese momento no permitia diferenciar entre las células NK y
NKT, ésta ultima poblacion caracterizada por la expresién de un TCR. Otros estudios,
muestran una disminucion en el nimero absoluto de células NK CD3-CD16+ y / o
CD56+ en grupos de individuos con diferentes edades (De Hingh et al., 2005). Por
ultimo, en la década de 1980 se describieron poblaciones de células NK con diferentes
actividades, identificando aquellas poblaciones que poseian baja, intermedia y alta
citotoxicidad frente a la linea celular K562, sensible a NK. Varios autores describieron
un aumento significativo de las células NK que poseen una baja funcionalidad en
individuos con T21. Sin embargo, la longevidad de estas las células se encontraba

aumentada (Nurmi, Huttunen, et al., 1982).
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La trisomia 21 causa alteraciones en la inmunidad adaptativa

Estudios histopatologicos de tejido timico en personas con SD mostraron
hipoplasia y una arquitectura comprometida, incluso en recién nacidos (Jochanan et al.,
1979; Luigi M Larocca et al., 1990). Esto podria explicar la menor produccién timica de
los timocitos apf+ maduros (Murphy, Lempert, & Epstein, 1990). A su vez, la
sobreexpresion de citocinas como TNF e IFN-y en el timo de personas con SD, generan
una desregulacion en la activacién y funcion de otras poblaciones celulares. Esto
contribuye a una anatomia timica alterada, lo que lleva a generar una disminucion de
timocitos maduros (Murphy, Friend, Pike-Nobile, & Epstein, 1992). Asimismo, hay
reportes que demuestran una disminucion de los porcentajes de células T virgenes
emigradas recientemente del timo y un aumento significativo de los porcentajes de
células de memoria central y de células T terminalmente diferenciadas en personas con
SD (Barrena, Echaniz, Garcia- Serrano, & Cuadrado, 1993; Bloemers et al., 2011,
Guazzarotti, 2009; Roat et al., 2008), apoyando la nocion de envejecimiento precoz del
sistema inmunoldgico en personas con SD (A. Cossarizza et al., 1990).

Varios informes han intentado analizar el impacto de T21 en la composicion y
funcién del compartimiento de células T periféricas. Hasta ahora, los hallazgos
demuestran una disminucion en el porcentaje de linfocitos T CD4+, aumentando la
relacibn CD8+/CD4+ en sangre periférica (A. Cossarizza et al., 1990; Guazzarotti, 2009;
Pellegrini et al., 2012) Sin embargo, la caracterizacion de las células T CD4+ se ha
limitado a la expresion de algunos marcadores fenotipicos (Roat et al., 2008) y sélo
recientemente su estado de polarizacién o produccion de citocinas se ha investigado en
la poblacion pediatrica (Jakubiuk-tomaszuk et al., 2015; Schoch et al., 2017). Con
respecto a las células T CD8+, los datos también son escasos: la mayoria de los
informes indican una mayor frecuencia de células T CD8+ dentro del compartimiento de
células T en comparacion con la poblacion tipica, sin informacién sobre su estado
funcional (Guazzarotti, 2009; Roat et al., 2008). Ademas, considerando la mayor
prevalencia de autoinmunidad en personas con SD, es sorprendente que s6lo unos
pocos estudios hayan abordado el estado de sus células Treg. Hasta el momento, se ha
informado que las personas con SD tienen una mayor frecuencia de células Treg en la
sangre (Pellegrini et al., 2012; Roat et al., 2008; Schoch et al., 2017), con un potencial
inhibidor aparentemente disminuido, al menos en los ensayos de supresion in vitro
convencionales (Pellegrini et al., 2012).

Por otro lado, personas con SD poseen una hipergammaglobulinemia
considerable de inmunoglobulina IgG e IgA después de la edad de 5 afios, con altos
niveles de IgG1 e IgG3 y bajos niveles de 1gG2 e IgG4, mientras que los niveles de IgM

disminuyen en la adolescencia y los de IgD se encuentran elevados. A su vez, las
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respuestas de anticuerpos generada frente a antigenos vacunales tales como influenza
A, polio oral, tos ferina acelular, tétanos y polisacarido neumocdcico es baja en
individuos con T21. Los autoanticuerpos contra la tiroglobulina humana y la gliadina se
observan con mayor frecuencia en los nifios con SD, al igual que los titulos elevados
frente a la caseina y la betalactoglobulina (Burgio et al., 1975; Kusters et al., 2009).

Similar a lo que sucede con los linfocitos T, las personas con T21 poseen una
linfocitopenia de células B, con una disminucién en su expansiéon normal en el primer
afio de vida (De Hingh et al., 2005). Estas anomalias pueden deberse a un defecto
intrinseco de los linfocitos B 0 como consecuencia de alteraciones en la funcién de
linfocitos T colaboradores que causan un control inadecuado en la activacion y
proliferacién de linfocitos B.

En individuos con T21, la combinacibn de linfocitopenia B e
hipergammaglobulinemia sugiere que las respuestas de anticuerpos puedan ser

oligoclonales y / o inadecuadas.

¢La Trisomia 21 podra ser considerada una interferonopatia?

En lo que respecta al aumento del riesgo a afecciones autoinmunes en personas
con SD, varios reguladores inmunes importantes con funciones en el control de la
tolerancia y la autoinmunidad estan codificados en el chr21, incluidos cuatro de las seis
subunidades del receptor de la familia de los IFN: las dos subunidades del receptor de
los IFN-I (IFNAR1, IFNAR?2), una subunidad del receptor de IFN-II (IFNRG2) y una de
las subunidades de receptor de IFN-III (ILLORB). Esta ultima subunidad actta también,
como parte del receptor de IL-10, IL-22, IL-26 e IL-28 (Weerd & Nguyen, 2012). El rol
que cumple la sefializacion de IFN-1 en el desarrollo de las enfermedades autoinmunes
esta bien documentado, ya que muchos estudios genémicos (GWAS, Genome-Wide
Association Study) revelan fuertes asociaciones genéticas entre polimorfismos en los
componentes de la via de IFN y diversos trastornos autoinmunes (K. Chen et al., 2017).
Otro regulador inmunitario clave codificado en chr21 es el factor de transcripcién AIRE
(regulador autoinmune), que es crucial para la induccion de tolerancia central contra
autoantigenos en el timo (Consortium, 1997; Giménez-barcons et al., 2016).

Recientemente, los andlisis de transcriptomas de cuatro tipos de células
diferentes obtenidos de personas con y sin SD demostraron que la T21 causa
alteraciones generalizadas en la expresién de genes en todo el genoma, incluida una
activacion consistente de la respuesta transcripcional de IFN, lo que conduce a una
retroalimentacion positiva y una mayor amplificacion de la sefializacién del interferén
como era de esperar, por el mayor nimero de copias de los genes de sus receptores

(Figura 6). Este aumento de la sefalizacién, a su vez, aumenta la expresion de
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diferentes genes de respuesta al interferén en distintos tipos de células, lo que explica
potencialmente la variabilidad observada en los fenotipos asociados con la T21 (Sullivan
et al., 2016).
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Figura 6: La sefalizacion de interfer6n se amplifica mediante trisomia 21. El cromosoma 21
codifica cuatro tipos de receptores de interferén. (A) En células con dos copias de este
cromosoma (disomia 21), la unién de interferones a los receptores activa dos quinasas, JAK1 y
TYK2. Estas quinasas activan, por ejemplo, al factor de transcripciébn STAT1, que luego
promueve la transcripcion de un conjunto de ISG. (B) En las células con tres copias del
cromosoma 21 (trisomia 21), la mayor abundancia de receptores de interferon aumenta la
transcripcion de los ISG, incluidos los genes que codifican los interferones. Esto finalmente
conduciria a una mayor retroalimentacion positiva e hiperactivacion de la sefalizacion del
interferén, que puede dafiar la célula. Adaptado de eLife — Sullivan et al. 2016.

En estudios realizados en cuatro cohortes diferentes de personas con SD (172
participantes, 120 con T21), se identificaron docenas de proteinas con expresion
desregulada en el proteoma plasmatico de estos individuos. Las mas prominentes entre
estas proteinas son numerosos factores implicados en el control inmunolégico, la
cascada del complemento y la sefalizacion de factores de crecimiento, demostrando
gue estos individuos poseen signos de autoinflamacion cronica (Figura 7A) (Sullivan et
al., 2017). Debido a la mayor prevalencia de enfermedades autoinmunes, trastornos
mieloproliferativos y leucemias en personas con T21, y debido a que varios estudios han
identificado diferencias en la sefalizacion inmune a través del andlisis transcriptomico

de células y tejidos de personas con SD y modelos de raton de SD (Alexander et al.,
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2016; Ling et al., 2014; Sullivan et al., 2016), en este trabajo nos focalizamos en los
resultados obtenidos en la categoria “Control Inmunol6gico”, los cuales revelaron que
personas con T21 tienen niveles significativamente elevados de citocinas inflamatorias
y quimiocinas potentes que actian bajo la sefializacion de IFN, incluidas IL-6, IL-22,
MCP-1, TNF y vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) (Figura 7B) (Sullivan et
al., 2017). Un andlisis reciente que involucré la medicion de citocinas en nifios con SD
confirm6 y amplié estos hallazgos, mostrando una elevacion constante de citocinas
proinflamatorias adicionales, como IFN-y e IL-1B (Zhang et al., 2017). Por lo tanto, esta
claro que las personas con SD muestran signos de inflamacion crénica, incluso en

ausencia de diagnosticos confirmados de trastornos autoinmunes.
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Figura 7: Personas con trisomia 21 presentan niveles elevados de proteinas

proinflamatorias en plasma. Mapa de calor (panel izquierdo) que muestra los resultados de un
ensayo de mesoescala (MSD) que mide los niveles de 38 marcadores inflamatorios (ver Materiales
y Métodos). Las proteinas se clasifican segun sus niveles en plasma desde las mas
significativamente diferentes (superior, IL-6) a no significativamente diferentes (inferior, IL-1a). La
linea punteada horizontal marca p(adj) <0.1 punto de corte. Diagramas de puntos (panel derecho)
para los cinco marcadores inflamatorios mas significativos detectados en el ensayo MSD.
Adaptado de Scientific reports — Sullivan et al. 2017.
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OBJETIVOS GENERALES Y CONSTRUCCION DE LA HIPOTESIS DE TRABAJO

La T21 afecta a multiples sistemas de 6rganos durante el desarrollo y causa un
espectro de enfermedades alterado en personas con SD, lo que aumenta
significativamente el riesgo a desarrollar enfermedades como el Alzheimer, leucemia y
numerosas condiciones autoinmunes, mientras que las protege de desarrollar tumores
malignos solidos. En la actualidad a este fenotipo se lo asocia con una desregulacién
del sistema inmunoldgico. Sin embargo, el fenotipo asociado al SD es muy variable entre
los individuos con T21, incluso en aquellos sujetos que presentan rasgos tipicos del
sindrome tales como el deterioro cognitivo y la predisposicion a la aparicion temprana
de la enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, una comprensiéon méas profunda de cémo
esta desregulacién inmune contribuye a muchas de las facetas del SD nos permitiria
dilucidar no sélo los mecanismos que impulsan tal variabilidad fenotipica de las
diferentes patologias, sino también nos daria la oportunidad para que un mejor
diagnédstico y nuevas estrategias terapéuticas puedan comenzar a ser utilizadas y
generen una mejor calidad de vida a esta poblacién especial.

Recientemente, en nuestro laboratorio se gener6 una colaboracion con el
laboratorio del Dr. Joaquin Espinosa en el Linda Crnic Institute for Down Syndrome —
Colorado, Estados Unidos, debido a que este laboratorio ha reportado que individuos
con T21 presentan una sefalizacién de IFN-I hiperactivada, la cual podria deberse al
resultado de la dosificacién génica incrementada de las cuatro subunidades de los
receptores de los distintos tipos de IFN codificadas en el chr2l, promoviendo una
activacion constante de la respuesta transcripcional de los IFN-I.

En este trabajo de tesis nos propusimos como objetivo general caracterizar
exhaustivamente el compartimiento de células T en personas adultas con T21, utilizando
metodologias no usadas previamente como son: la citometria de flujo multidimensional,
ensayos funcionales, medicion de citocinas y andlisis transcriptémico. Nos propusimos
también investigar si la hiperactivacion del eje IFN-I/IFNAR descripta esta asociada a
las alteraciones en las células T previamente reportadas. Nuestra hipétesis es que la
hiperactivacion exacerbada del eje IFN-I/IFNAR generaria muchas de las anomalias
reportadas en el compartimiento de células T y dichas anomalias explicarian el espectro
unico de enfermedades observado.

Colectivamente, nuestros resultados podrian identificar posibles nodos de
intervencion para ayudar a las personas con SD a llevar un mejor estilo de vida e incluso
desentrafiar nuevos mecanismos etiopatogénicos de enfermedades que también

padece la poblacion tipica.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo_especifico _I: Investigar como la T21 impacta en el compartimiento de

células T circulantes.

PARTE IA: Caracterizacion de la distribucion global de subpoblaciones de
células T circulantes en adultos con Trisomia 21 por citometria de flujo

multidimensional.

PARTE IB: Estudio fenotipico y funcional de las subpoblaciones de células T

circulantes en adultos con Trisomia 21.

Objetivo especifico |l: Estudiar el impacto del eje IFN-I / IFNAR sobre la biologia

del compartimiento de células T circulantes en adultos con Trisomia 21.

PARTE 1lA: Determinacion del impacto global de la Trisomia 21 en el programa
transcripcional de células T.

PARTE 1IB: Estudio del impacto de la Trisomia 21 sobre la sefializacion de IFN-I en
células T circulantes.

PARTE IIC: Efecto de los IFN-I sobre la funcionalidad de células T en adultos con

Trisomia 21.
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OBJETIVO ESPECIFICO I: INVESTIGAR COMO LA
TRISOMIA 21 IMPACTA EN EL COMPARTIMIENTO
DE CELULAS T CIRCULANTES

PARTE |A: Caracterizacion de la distribucion global
de subpoblaciones de células T circulantes en adultos
con Trisomia 21 por citometria de flujo
multidimensional.

PARTE IB: Estudio fenotipico y funcional de las
subpoblaciones de células T circulantes en adultos

con Trisomia 21.
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CARACTERIZACION DE LAS CELULAS T CIRCULANTES EN INDIVIDUOS CON
TRISOMIA 21

Estudio de la distribucion global de las subpoblaciones de células T circulantes
en individuos con Trisomia 21

Como mencionamos anteriormente, las personas con SD poseen un espectro
alterado de enfermedades, siendo mas susceptibles a desarrollar algunas de ellas y
menos propensas a otras. Por ejemplo, las personas con T21 estan altamente
predispuestas a desarrollar enfermedades autoinmunes como el hipotiroidismo de
Hashimoto, enfermedades celiacas, diabetes tipo |, alopecia areata, vitiligo y artritis
reumatoide, asi como diversas convulsiones de etiologia desconocida que podrian estar
vinculadas a la neuroinflamacién. Todavia no esta claro cémo la copia adicional del
chr21 impacta en estas diversas susceptibilidades.

En colaboracion con el laboratorio del Dr. Joaquin Espinosa en el Linda Crnic
Institute for Down Syndrome — Colorado, Estados Unidos, investigamos el impacto de la
T21 en el compartimiento de células T de sangre periférica de individuos adultos
jovenes, sanos con o sin SD entre 20 y 45 afios de edad que concurren al Linda Crnic
Institute for Down Syndrome (ver Materiales y métodos para obtener detalles de las
cohortes). Todas las extracciones de sangre se realizaron durante un breve periodo de
tiempo en las horas de la mafana para evitar efectos circadianos. Los participantes con
signos activos o antecedentes recientes de infecciones fueron excluidos.

Lo primero que se llevd a cabo fue la caracterizacion de las distintas
subpoblaciones de linfocitos T utilizando citometria de flujo multiparamétrica. Dichas
poblaciones se caracterizaron a través de marcadores clasicos de linaje como CD3
(marcador de células T), CD4 y CD8 para identificar a las diferentes subpoblaciones de
células T; las células Treg se identificaron utilizando al factor de transcripcion Foxp3
para definirlas, ya que éste funciona como un regulador principal de esta poblacion
celular (Fontenot et al., 2005; J. M. Kim, Rasmussen, & Rudensky, 2007; Miyara &
Sakaguchi, 2007; Vignali et al., 2008), asi como una gran cantidad de marcadores
fenotipicos (ver Materiales y métodos para obtener detalles sobre la lista de anticuerpos
utilizados, Tabla 6).

Realizamos nuestros estudios utilizando una cohorte de 23 personas adultas, 9
de ellos con T21 y 14 controles tipicos de la misma edad y género (D21) (Tabla 1,
Materiales y métodos). Al evaluar la distribucion de la poblacién de células T CD3+
totales, observamos que la T21 no tiene un impacto significativo en su frecuencia, ni en
el nimero absoluto de las mismas entre todas las células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) vivas, ya que no observamos diferencias significativas en estos

pardmetros medidos en individuos con y sin T21 (Figura | 1A y B). Para determinar la
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proporcion de las distintas subpoblaciones de células T en individuos con SD,
realizamos un estudio comparativo de la frecuencia de células T CD4+ y CD8+
circulantes, y encontramos que los individuos con T21 presentan un mayor porcentaje
de células T CD8+, acompafiado por una frecuencia disminuida de células T CD4+
(Figura | 1A'y C). Por ende, los individuos con T21 presentan una relacion de células T
CD4+/CD8+ disminuida notablemente en comparacion a la de individuos sin T21 (datos
no mostrados). Posteriormente subclasificamos a las células T CD4+ segln la expresion
de los receptores CD25 y CD127 y de esa manera definimos a las células CD4+ Tconv
(CD25l0CD127hi) y CD4+ Treg (CD25hi CD127l0). Como se puede ver en el panel
inferior de la Figura 1A, las células CD4+ CD25hi CD127lo expresan en un 80-90% el
factor de transcripcién Foxp3, validando asi una estrategia de identificacion de células
CD4+ Treg. Pudimos observar un aumento en la frecuencia de células CD4+ Treg y una
disminuciéon en el porcentaje de células CD4+ Tconv (Figura | 1A y C). Luego
determinamos el nimero de células por mL en sangre periférica, para identificar a las
poblaciones que podrian estar generando la distribucibn anémala de los diferentes
subtipos de células T. Encontramos que las personas con SD presentan un mayor
namero de células T CD8+ y CD4+ Treg, mientras que no se observaron diferencias en
el nimero de células T CD4+ totales y células T CD4+ Tconv con respecto a personas
sin SD (Figura | 1D). Es de destacar, que hubo una fuerte correlacion positiva entre los
nameros de células T CD8+ y CD4+ Treg (Figura | 1E). Este fenotipo caracterizado por
un aumento simultaneo de células T CD8+ y CD4+ Treg, ha sido observado en
condiciones autoinflamatorias humanas, como asi en modelos de ratén de
enfermedades autoinflamatorias (Gao et al., 2015; Kanangat et al., 1996; Lili et al., 2012;
Wehrens et al., 2011; Zeng et al., 2013).
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Figura | 1: Adultos con trisomia 21 muestran una desregulacién en la homeostasis de
células T. Analisis de citometria de flujo multiparamétrico del compartimiento de células T en
sangre periférica provenientes de individuos sin (D21) y con T21. A) Estrategia de gating o
selecciobn empleada para caracterizar la distribucion del compartimiento de células T. B)
Frecuencia (panel izquierdo) y nimero (panel derecho) de células T CD3+ totales en
personas sin (D21) y con T21 (n=14 D21 y n=9 T21). Cada punto corresponde a un individuo.
C) Frecuencia representativa de las poblaciones de células CD4+ Tconv, CD4+ Treg dentro
de las células CD4+ totales y CD8+ T dentro de las células CD3+. D) Niumero de células en
sangre periférica (células/mL) de las poblaciones de células T CD4+, CD8+, CD4+ Tconv y
CD4+ Treg, respectivamente (n=14 D21 y n=9 T21). E) Correlacién entre el nimero de células
T CD8+ frente al nimero de células CD4+ Treg en individuos sin (panel izquierdo) y con T21
(panel derecho). Los datos en (B) y (C) se muestran como media + s.e.m con significancia
determinada por la prueba t no apareada; los datos en (C) se muestran como media con
significancia determinada por la prueba t no apareada, los datos en (E) se muestran como
correlacién con la significancia determinada por la correlacion de Pearson. ns (no
significativo), *p<0,05, **p<0,01, *** p <0,001.
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Determinacién de la distribucidén virgenes/memoria en las subpoblaciones de
células T circulantes en individuos con Trisomia 21

De acuerdo a su estado de diferenciacion, las células T se clasifican
convencionalmente como células virgenes, de memoria y efectoras, segun su ubicacion,
su estado funcional y si ya han contactado con su antigeno especifico. A su vez, la
distribucién relativa de estas poblaciones garantiza una respuesta inmune adecuada
contra diferentes estimulos inmunes (Thome et al., 2014). Por lo tanto, para obtener una
vision general imparcial o no supervisada de la distribucion de las subpoblaciones de
células T en personas con SD, redujimos sistematicamente los datos de citometria de
flujo multiparamétrica a dos dimensiones aplicando el algoritmo de “agrupamiento
estocastico de valores/parametros vecinos” (t-SNE, t-distributed stochastic neighbor
embedding), el cual nos permite conservar la estructura global de los datos teniendo en
cuenta los pardmetros totales utilizados; en nuestro caso consideramos la expresion
diferencial de 12 marcadores (parametros), incluidos marcadores de superficie, factores
de transcripcién, moléculas de sefalizacion y activacion (Figura | 2). Para realizar este
tipo de analisis, todas las muestras se concatenan juntas, y posteriormente en el mismo
software se pueden identificar los distintos grupos de trabajo y condiciones; de esta
manera se obtienen como resultado los graficos que se muestra en la Figura | 2, en
donde se observa un “continente” de puntos y donde cada punto representa una célula
proveniente de una de las tantas muestras analizadas (ya sea con T21 o D21). La
proximidad de cada punto con su vecino implica similitud en la expresion de la totalidad
de los marcadores analizados, generandose asi clusters o “agrupamientos” o “islas” de
células que compartirian caracteristicas similares. Posteriormente, utilizando
herramientas del software se puede visualizar la expresion de un marcador en particular
e identificar en qué cluster de células se esta expresando el mismo. Por ejemplo, en la
Figura | 2, el marcador KLRG1 se localiza en islas de células que estan ubicadas en la
parte central del continente y en el extremo superior izquierdo y medio. Lo mismo sucede
con el marcador CD57 que se ubica mayormente en la isla superior derecha, indicando
que las células que se localizan en esa regién del continente coexpresan estos
marcadores. Los andlisis de t-SNE se realizaron junto con FlowSOM clustering (self-
organizing map) (Gassen et al., 2015; Nowicka et al., 2018). Este es un algoritmo que
genera clusters de manera no supervisada, agrupando las células en funcién de todos
los pardmetros utilizados, lo que nos permite obtener una vision general clara de como
se comportan todos los marcadores en todas las células. Este andlisis nos permitio
resolver nueve subpoblaciones diferentes de células T: células T CD8+ virgenes, de
memoria central (TCM), de memoria efectora (TEM) y efectoras diferenciadas

terminalmente (TEMRA), células CD4+ Tconv virgenes y de memoria, células CD4+
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Treg, células T CD4+/CD8+ DP y células T no CD4+/CD8+, de esa manera se puede
comparar estos continentes con la distribucion no supervisada de las distintas
subpoblaciones en las muestras T21 versus las D21 (Figura | 3A). En la Figura | 3B se
encuentra representado la intensidad de expresién de cada marcador en las diferentes
subpoblaciones celulares identificadas por FlowSOM. Centrandonos en la distribucién
del compartimiento de células T CD8+ y CD4+ en sangre periférica, este analisis no
supervisado (Figura | 3A) revel6 que el cambio mas importante entre las células T CD3+
en los diferentes individuos con T21 es la disminucion significativa en la proporcion de
células T virgenes, tanto CD8+ como CD4+, lo cual se acompafia con un aumento
significativo en la frecuencia de células T CD8+ TEMRA y células T CD4+ de memoria
en comparacion con los controles tipicos. En la Figura | 3C se muestra la distribucién de
estas poblaciones celulares identificadas por FlowSOM, en donde cada barra ejemplifica
un individuo particular y cada subtipo celular se identifica con un color distinto.

KLRG1 PD-1 CD45RA CD57 CD39 CCR7

Expresion

1,25
l 1,00

0,75

Figura | 2: Expresion de los distintos marcadores en las células T. Analisis de reduccion de
los datos multiparamétricos de las células T circulantes a dos dimensiones utilizando el
algoritmo (t-SNE) en individuos con y sin Trisomia 21. Andlisis t-SNE que muestra la intensidad
de expresién de los pardmetros utilizados para identificar los diferentes clusters en el continente.
Los datos que se muestran son de una sola personay son representativos de todas las muestras
utilizadas.

En paralelo, decidimos analizar con mayor detalle la distribucion del subconjunto
de células T CD8+ y CD4+ virgenes/memoria utilizando una estrategia de seleccion
manual. Una vez definidas las células T CD8+, utilizamos marcadores bien establecidos
de superficie como CD45RA y el receptor de quimiocinas tipo 7 (CCR7) que permiten la
distinciébn de cuatro subpoblaciones de células T CD8+ (Figura | 3D): Virgenes
(CD45RA+ /| CCD7+); TCM (CD45RA- /| CCR7+ ubicada principalmente en érganos
linfoides secundarios y en menor grado en sangre periférica); TEM (CD45RA- / CCR7-
localizada principalmente en la sangre y en menor grado en sitios periféricos); y TEMRA
(CD45RA +/ CCR7-) que se encuentran principalmente en tejidos inflamados y exhiben
baja capacidad proliferativa) (Figura | 3D) (Mahnke et al., 2013; Thome et al., 2014).
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Esta estrategia nos revel6 que personas con SD presentan una reduccién significativa
en la frecuencia de células T CD8+ virgenes circulantes (16.9% vs 33.2%; p <0.05) la
cual fue compensada por un aumento significativo en la poblacion CD8+ TEMRA (36.8%
vs 21.6%; p <0.05) (Figura | 3E). Sin embargo, las células T CD8+ de individuos con
T21 exhibieron una distribucion similar en las células TCM, acompafiado con un leve
aumento, pero no significativo del subconjunto TEM con respecto a sus controles (Figura
| 3E). Estos resultados nos revelan que, ademés de un aumento en el nimero de células
T CD8+, individuos con SD presentan una distribucion alterada, indicativa de un transito
acelerado de estado virgen al terminalmente diferenciado, lo cual concuerda con
informes previamente publicados (Barrena, Echaniz, Garcia-Serrano, & Cuadrado,
1993; Bloemers et al., 2011; Guazzarotti, 2009; Murphy & Epstein, 1992; Roat et al.,
2008; Schoch et al., 2017).

A continuacion, realizamos un analisis analogo para estudiar la distribucion de
las células T CD4+ Tconv y CD4+ Treg y su fenotipo virgen/memoria. Para examinar
mejor la poblacion de células Treg, analizamos la expresion intracelular de Foxp3,
dentro del compartimiento de células T CD4+. Cabe destacar que, a diferencia de lo que
sucede en raton en donde la expresion de Foxp3 esta restringida a las células CD4+
Treg, en humanos las células T activadas pueden expresar de manera transitoria a
Foxp3 sin ganar actividad supresora (Tran, Ramsey, & Shevach, 2007; J. Wang, loan-
Facsinay, van der Voort, Huizinga, & Toes, 2007). Es por ello que es necesario utilizar
otros marcadores ademas de CD4 y Foxp3 para identificar esta poblacion celular en
humanos y evaluar su distribucion. Segun lo descrito por el grupo de Sakaguchi (Miyara,
Yoshioka, Kitoh, Shima, Wing, Niwa, Parizot, et al., 2009; Tanaka & Sakaguchi, 2016) y
representado en la Figura | 3F, las células humanas CD4+ Foxp3+ se pueden separar
en tres subpoblaciones funcional y fenotipicamente diferentes basadas en la expresion
de CD45RA y Foxp3: Treg virgenes (l), Treg efectoras (Eff Treg) (II), y células Foxp3+
no Treg (lll), las cuales representan a células Tconv recientemente activadas. Las
poblaciones de células Foxp3- corresponden a células Tconv de memoria (CD45RA-)
(IV) y virgenes (V) (CD45RA+). Este andlisis demostré que, aunque la T21 no altera
significativamente el niumero total de células CD4+ Tconv, causa una redistribucion en
la frecuencia de estas poblaciones, con una disminucion significativa en el porcentaje
de células Tconv virgenes (22,4% vs 36,1%, p <0,01); pero, hubo un incremento
significativo en la frecuencia de células Tconv de memoria en la mayoria de los
individuos estudiados (69,9% vs 56,4%, p <0,01) (Figura | 3G). En contraste, aunque
las personas con SD tienen un ndmero mayor de células CD4+ Treg en sangre,
observamos que estos individuos presentan frecuencias similares en las

subpoblaciones de células T CD4+ Treg con respecto a sus controles (Figura | 3G).
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Como era de esperar, las células Treg efectoras fueron la poblacién con la mayor

expresion de Foxp3 en relacién con las otras poblaciones estudiadas (Figura | 3H),

muestran el fenotipo CD25hi CD127lo clasico y no producen IFN-y (Figura | 3l). De

manera interesante, las células Treg efectoras de individuos con T21 mostraron un

aumento significativo en la expresion de Foxp3 en comparacién con los controles
euploides (MFI 1645 vs 1239, p <0,0001) (Figura | 3H). Estos resultados nos indican
gue individuos con T21 poseen células Treg activadas, ademas de poseer una mayor

frecuencia y numero de las mismas en sangre periférica.
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Figura | 3: Adultos con trisomia 21 presentan alteraciones en la distribucién virgenes y
memoria en el compartimiento de células T CD8+ y CD4 Analisis de reduccion de los
datos multiparamétricos de las células T circulantes a dos dimensiones utilizando el algoritmo
(t-SNE) y FlowSOM-clustering en individuos sin (D21) y con T21. A) llustracion del mapa t-
SNE que muestra de manera no supervisada las diferentes subpoblaciones dentro del
compartimiento de células T seleccionadas en individuos sin (D21) y con T21, analizadas con
FlowSOM-Clustering. B) Mapa de calor que muestra los valores de expresién de los
marcadores utilizados para cada poblacion definida de la Figura | 3A. Rojo oscuro y blanco
indican la expresién superior e inferior, respectivamente. C) Proporcién de las distintas
poblaciones de células T CD3+ obtenida por FlowSOM-Clustering, de cada muestra
procesada (1-8). D) Estrategia gating o seleccion manual empleada para identificar la
distribucion de células virgenes/memoria del subconjunto de células T CD8+. E) Frecuencia
de células T CD8+ virgenes/memoria analizadas por la expresion de los marcadores CCR7
y CD45RA. F) Estrategia de gating o selecciébn manual empleada para analizar la distribucion
naive/memoria del subconjunto de células T CD4+. G) Frecuencia de células T CD4+
virgenes/memoria definidas por la expresion de CD45RA y FOXP3. I) Intensidad de
Fluorescencia Media (IFM) de la expresion de FOXP3 dentro de los diferentes subconjuntos
de células T CD4+ definidos en (G). H) Analisis de citometria de flujo representativo de la
expresion de CD25, CD127 e IFN-y en los subconjuntos de células T CD4+ indicados. Los
datos en (E), (G) y (H) se muestran como media + s.e.m con significancia determinada por el
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con la prueba posterior de Sidak. * p <0.05; ** p
<0,01; *** p <0.0001.

En conjunto, estos resultados revelan que la T21 altera la homeostasis de las

células T, generando cambios tanto en la frecuencia y en el nidmero, como en la

distribucion de subtipos claves de células T circulantes, lo que justifica una

caracterizacion mas profunda de estas poblaciones.
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CARACTERIZACION DE MARCADORES FENOTIPICOS Y FUNCIONALES DE LAS
CELULAS T CD8+ Y CD4+ EN ADULTOS CON TRISOMIA 21
Caracterizacion fenotipica y funcional de células T CD8+ circulantes en adultos

con Trisomia 21

Durante infecciones agudas o vacunaciones, se forman células T de memoria
gue persisten a largo plazo y pueden adoptar rapidamente funciones efectoras y
expandirse luego de la reinfeccion o nuevo desafio (Kaech & Cui, 2012; Masopust &
Schenkel, 2013). Por el contrario, durante exposiciones persistentes a antigenos y/o
inflamacion crénica, este programa de diferenciacidén de las células T de memoria esta
notablemente alterado. Un estado de diferenciacion alterado es el denominado
agotamiento de células T, caracterizado por funciones efectoras deficientes y una alta
expresion de multiples receptores inhibitorios (Ahmadzadeh et al., 2009; Crawford et al.,
2014; Pauken & Wherry, 2015; Wu et al., 2014).

Habiendo observado que personas con SD poseen un aumento tanto en la
frecuencia, como en el nimero de células T CD8+ totales, y que su distribucién se
encuentra alterada hacia un estado de diferenciacién terminal, sumado a los reportes
que indican un estado de inflamacién crénico en estas personas, decidimos investigar
como la T21 afecta la funcionalidad de células T CD8+. Para ello, utilizamos citometria
de flujo multiparamétrica y simultaneamente medimos la expresién de marcadores de
activacion, proliferacion, agotamiento y senescencia en este subconjunto de células T.
Primero, evaluamos la presencia de las moléculas efectoras que utilizan las células T
CD8+ para atacar a las células diana, como granzima B (GzmB), y la produccion de
citocinas como IFN-y y TNF (Halle et al., 2017; N. Zhang & Bevan, 2011).
Sorprendentemente, luego de la estimulacion con ésteres de forbol (PMA)/ionomicina,
las tres moléculas efectoras se encontraron significativamente elevados en las células
T CD8+ de adultos con T21 en comparacién con los controles euploides estimulados en
las mismas condiciones (GzmB: 43.8% vs 22.3%, p <0.01; IFN-y: 53.9% vs 31.6% p
<0,001; TNF: 54,8% frente a 31,4%, p <0,0001) (Figura | 4A). Este aumento también fue
evidente en la frecuencia de las células T CD8+ que producen simultaneamente estos
marcadores efectores, GzmB e IFN-y (26.0% vs 11.9%; p <0.01) e IFN-y y TNF (42.3%
vs 21.8; p <0.0001) (Figura | 4B).

Para examinar si estos resultados pudieran explicarse simplemente por la
disminucion de las células T CD8+ virgenes en las personas con SD, analizamos la
expresion de estos marcadores en los subconjuntos virgenes, TCM, TEM y TEMRA
(Figura | 4C). Es de destacar, que si bien todos los subconjuntos mostraron una
tendencia a mayor expresion de los tres marcadores en personas con SD, mientras que

las diferencias significativas se observaron en el subconjunto virgenes, y en menor
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grado en los subconjuntos TEMRA (Figura | 4C). Por lo tanto, estos resultados
establecen ademas una clara desregulacion del estado virgen en células T CD8+ en
personas con SD. El hecho de que las células T virgenes respondieran facilmente a la
PMA/ionomicina fue algo que llamdé nuestra atencién, aunque se ha reportado que
citocinas como los IFN-I pueden licenciar a las células T CD8+ virgenes para producir
moléculas efectoras (Urban, Berg, & Welsh, 2016). A su vez, no podemos descartar la
posible contaminacion de células T no-virgenes en el subconjunto virgen en personas
con SD, debido a que por dificultades experimentales no pudimos afadir mas
marcadores que nos permitan identificar de manera mas rigurosa a la subpoblacion de
células virgenes, y por lo tanto no hemos realizado un andlisis mas detallado de las
mismas. Es por ello, que decidimos utilizar otra estrategia para controlar las posibles
diferencias en la proporcion de células T CD8+ virgenes en individuos con T21 frente a
sus controles tipicos: en ésta estudiamos la expresién de los marcadores funcionales
luego de excluir de nuestra estrategia de seleccién del compartimiento de células T
CD8+ a las células virgenes (CD45RA+ CCR7+), denominando a esta nueva seleccion
células T CD8+ no-virgenes. Como esperabamos, al igual que el total de células T CD8+
totales, también observamos un aumento significativo en la frecuencia de células T
CD8+ no-virgenes en individuos con T21 (81% vs 60,1%, P <0,01) (Figura | 4D). Estos
resultados nos permiten validar una redistribucién del compartimiento de células T CD8+
en individuos con SD hacia un estado de diferenciacién terminal.

En general, los marcadores funcionales (GzmB, IFN-y y TNF) fueron expresados
en un mayor porcentaje de células T CD8+ no-virgenes en comparacién con lo
observado en las células T CD8+ totales en la cohorte de individuos con y sin T21
(Figura | 4A). Sin embargo, al examinar a las células T CD8+ no-virgenes observamos
que el porcentaje de GzmB, IFN-y y TNF (45,3%, 68,4 y 67,9 vs 27,7%, 46,8 y 59,1, P
<0,05) permanecieron elevados en los individuos con T21 en comparacion con los
individuos sin T21 (Figura | 4E). Estos datos sugieren que individuos con T21 presentan
una mayor polifuncionalidad en sus células T CD8+ debido a un aumento en el estado
de activacion de estas células asociado con una mayor diferenciacion al estadio efector

terminal del compartimiento de células T CD8+ frente a sus controles.
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Figura | 4: Adultos con Trisomia 21 poseen células T CD8+ con sighos de
hiperactivacion. PBMCs frescas de individuos sin (D21) y con T21 fueron estimuladas ex
vivo con PMA/lonomicina durante 4 horas y luego marcadas para CD3, CD8, GzmB, IFN-y,
TNF, Ki-67, PD-1, TIGIT, BTLA, CD57, KLRG1, T-bet, EOMES, CD45RA y CCR7. A) Andlisis
de citometria de flujo representativos (paneles superiores) y frecuencias (paneles inferiores)
de células que expresan de GzmB, IFN-y y TNF dentro de las células T CD8+ totales (n=14
D21 y n=9 T21). Histogramas representativos de los niveles de expresion de estos
marcadores en las células T CD8+ totales de individuos con T21 (negro) y de controles tipicos
(D21, gris), en comparacion con el FMO de cada molécula en células T CD8+ (blancas). B)
Proporcién de células T CD8+ que expresan simultdneamente IFN-y y GzmB (panel superior)
e IFN-y y TNF (panel inferior), en individuos sin (D21) y con T21. C) Frecuencia de células
que expresan GzmB, IFN-y y TNF en los diferentes subconjuntos de células T CD8+ definidos
en la Figura 1 3D, en individuos sin (D21) y con T21. D) Andlisis de citometria de flujo
representativo (panel izquierdo) y frecuencia (panel derecho) de células T CD8+ no naive
dentro de las células T CD8+ totales, en individuos sin (D21) y con T21. E) Porcentaje de
células T CD8+ no naive positivas para GzmB, IFN-y y TNF en individuos sin (D21) y con
T21. Los datos en (A) hasta (E) se muestran como media * s.e.m con significancia
determinada por la prueba t no apareada; ns (ho significativo), * p <0.05; ** p <0,01; *** p
<0,001; **** p <0,0001.
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Los cambios en la frecuencia y en la distribucién del compartimiento de células
T CD8+ en individuos con T21 podrian deberse a una activacion antigénica sostenida
y/o al recambio homeostatico. Por ello, investigamos la capacidad proliferativa de las
células en cada una de las subpoblaciones de células T CD8+ definidas por la expresion
de CD45RA y CCRY7 (Figura | 3D) mediante el examen de la expresion de Ki-67, luego
de la estimulacién con PMA/ionomicina, ya que esta proteina nuclear se encuentra
presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis). Las
personas con SD muestran una mayor proporcion de células T CD8+ positivas para Ki-
67 (76.5% vs 52.2; p <0.01), lo que indica una mayor proliferacion de las células T CD8+
en respuesta a un estimulo activador (Figura | 5A). Posteriormente, determinamos la
expresion de Ki-67 dentro del compartimiento de células T CD8+, para identificar a la
subpoblacion que posee mayor capacidad proliferativa. Se determiné un aumento
significativo principalmente en la frecuencia de células TEMRA (90,3% vs 70,9%, p
<0,05) y en menor medida en células virgenes (25,7% vs 10,8%, p <0,01) positivas para
Ki-67 en individuos con T21 (Figura | 5B), mientras que las células TCM y TEM en estos
individuos presentan un porcentaje similar de células Ki-67+ que individuos sin T21.
Finalmente, cuando analizamos la expresion de Ki-67 en la poblacion de células T CD8+
no-virgenes (es decir excluyendo a las células CD45RA+ CCR7+), observamos que Ki-
67 se expresa de forma similar en ambos grupos de individuos (Figura | 5C),
considerando que el aumento de células T CD8+ Ki-67+ en individuos con T21 se
atribuye tanto a las células virgenes (CD45RA+ CCR7+) como a las células TEMRA
(CD45RA+ CCR7-).
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Figura | 5: Adultos con Trisomia 21 poseen células T CD8+ con mas capacidad
proliferativa. PBMCs frescas de individuos con y sin Trisomia 21 fueron estimuladas ex vivo
con PMA/lonomicina durante 4 horas y luego marcadas para CD3, CD8, GzmB, IFN-y, TNF,
Ki-67, PD-1, TIGIT, BTLA, CD57, KLRG1, T-bet, Eomes, CD45RA y CCR7. A) Histograma
representativo (panel izquierdo) y frecuencia (panel derecho) de la expresion de Ki-67 dentro
de las células T CD8+ totales en adultos sin (D21) y con T21 (n=14 D21 y n=9 T21). B)
Proporcién de Ki-67 en los diferentes subconjuntos de células T CD8+ definidos en la Figura
1 3D, en individuos sin (D21) y con T21. C) Porcentaje de células T CD8+ no-virgenes
positivas para Ki-67 en individuos sin (D21) y con T21. Los datos en (A) hasta (C) se muestran
como media £ s.e.m con significancia determinada por la prueba t no apareada; ns (no
significativo), * p <0.05; ** p <0,01.

Posteriormente, exploramos la expresién en las células T CD8+ de adulto con
T21 de los factores de transcripcion T-bet y Eomes, que participan en la diferenciacion
del linaje de esta poblacién celular (Banerjee et al., 2015; Buggert et al., 2014; Dolfi et
al., 2013; Intlekofer et al., 2005, 2007; McLane et al., 2013; Pearce et al., 2014). Es
importante destacar, que observamos un incremento significativo en la frecuencia de
células T-bet+ (48,8% vs 22,3%; p<0,001) y Eomes+ (57,5% vs 33,1%; p<0,001) en la
poblacion T CD8+ en personas con SD (Figura | 6A). Del mismo modo, al evaluar la
coexpresion de T-bet y Eomes determinamos un incremento significativo (33,2% vs
11,8%; p<0,001) en las células T CD8+ en individuos con SD (Figura | 6B). Ademas, los
niveles de expresion de T-bet, pero no de Eomes, se encontraron elevados
significativamente en la poblacion de células dobles positivas, con respecto a sus
controles euploides (Figura | 6C, MFI: 5291 vs 4276; p <0.05). Por otro lado,
examinamos cOmo se asociaban la expresion de T-bet y EOMES con marcadores
efectores de la funcién de las células T CD8+. Para ello, utilizamos el software SPICE

(Roederer, Nozzi, & Nason, 2010), un algoritmo que permite descubrir posibles
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correlaciones a partir de un conjunto de datos multivariados, organizando graficamente
los datos normalizados: como se puede observar en los gréficos de la Figura 6D, cada
porcién de la torta indica el porcentaje de células que expresa simultaneamente 1, 2, 3
y 4 marcadores, caracterizados por los arcos que circunscriben la torta. La coexpresion
de marcadores nos da una idea del grado de activacion de las células. Por ejemplo, en
personas euploides el 55% de las células T CD8+ no expresan ninguna de las moléculas
estudiadas, mientras que en las personas con T21 este porcentaje cae abruptamente a
26%. A partir de estos analisis, identificamos que, en personas con SD, hay un aumento
significativo de células T CD8+ que coexpresan IFN-y, TNF, T-bet y EOMES (28,0% vs
12,0%,; p <0.0001) (Figura | 6D), lo cual nos sugiere que las células T CD8+ de individuos
con SD se encuentran en un estado altamente activado y con funciones efectoras. Por
ultimo, para definir el fenotipo de las células T CD8+ de estos individuos, evaluamos la
relacién T-bet/EOMES y observamos un aumento significativo en personas con SD (8,58
vs 7,00, p<0.05) con respecto a sus controles tipicos (Figura | 6E), por lo gue estos
resultados nos revelan que las células T CD8+ de personas con SD poseen un fenotipo
efector.
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Figura | 6: Adultos con Trisomia 21 presentan un incremento en la expresion de los
factores de transcripcién T-bet y Eomes en las células T CD8+. PBMCs frescas de
individuos sin (D21) y con T21 fueron estimuladas ex vivo con PMA/lonomicina durante 4
horas y luego marcadas para CD3, CD8, GzmB, IFN-y, TNF, Ki-67, PD-1, TIGIT, BTLA,
CD57, KLRG1, T-bet, Eomes, CD45RA y CCR7. A) Histograma representativo (paneles
superiores) y frecuencia (paneles inferiores) de T-bet y Eomes en las células T CD8+ totales
en individuos sin (D21) y con T21 (n=19 D21 y n=12 T21). Los histogramas muestran los
niveles de expresion de estos marcadores en las células T CD8+ totales de individuos con
T21 (negro) y de controles tipicos (D21, gris), en comparacion con el FMO de cada molécula
en células T CD8+ (blancas). B) Expresion simultanea de T-bet y Eomes, con gréaficos
representativos que comparan el porcentaje de células positivas, dentro del total de células
T CD8+ en individuos sin (D21) y con SD. C) Intensidad de Fluorescencia Media (IFM) de la
expresion de T-bet y Eomes dentro de células T CD8+ positivas para T-bet y Eomes. D)
Graficos circulares que ilustran el tamafio relativo de la poblacién de células T CD8+ con
expresioén Unica o simultanea de los marcadores IFN-y, TNF, T-bet y Eomes en individuos sin
(D21) y con T21 (n=19 D21 y n=12 T21). Los colores de las porciones circulares
corresponden al nimero de marcadores expresados en una célula (naranja para 0, azul para
1, etc.). Los arcos alrededor de las porciones representan qué marcador (s) se expresan (es
decir, IFN-y rojo; TNF amarillo, etc.). E) Relacion de T-bet y Eomes dentro de las células T
CD8+ totales en personas sin (D21) y con SD (n=19 D21 y n=12 T21). Los datos en (A) hasta
(C) y (E) se muestran como media = s.e.m con significancia determinada por la prueba t no
apareada; ns (no significativo), * p <0.05; *** p <0,001.

Hasta el momento, estos hallazgos sugieren que las células T CD8+ de personas
con SD tienen un programa de diferenciacién notablemente alterado hacia un estado
funcional efector/citotoxico.

El hecho de que personas con T21 mostraran una mayor frecuencia de células
T CD8+ TEMRA nos llevé a estudiar si estas células habrian adquirido un fenotipo de
agotamiento/senescencia, que generalmente se observa en entornos inflamatorios
créonicos (Wherry & Kurachi, 2015). Para examinar las vias asociadas con el
agotamiento y la senescencia en células T CD8+ en individuos con T21, utilizamos
nuevamente citometria de flujo multiparamétrica para evaluar la expresion de los
receptores inhibitorios (PD-1, CD39, TIGIT, CTLA-4 y BTLA), moléculas
coestimuladoras (ICOS y GITR), asi como marcadores de senescencia asociados con
un historial de un mayor nimero de divisiones celulares y acortamiento de telomeros
como CD57 y KLRGL1 (Brenchley et al., 2003; Henson & Akbar, 2009; Hoji et al., 2007;
Ibegbu et al., 2005). Es de destacar, que la expresion de los receptores inhibitorios de
CD39y CTLA-4 y todas las moléculas coestimuladoras se detectaron en menos del 3%
en las células T CD8+ (datos no mostrados); sin embargo, esta falta de deteccién no se
debe a un defecto experimental, ya que estos marcadores se detectaron facilmente en
Tregs (ver mas adelante la Figura | 9).

A partir de esto se determind, que los individuos con SD tienen una mayor
frecuencia de células T CD8+ que expresan los receptores inhibitorios PD-1 (52.3% vs
35.1%; p <0.001) y TIGIT (57.7% vs 37.7%; p <0.001), pero no asi BTLA (Figura | 7A).
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A continuacion, utilizamos SPICE para identificar las posibles combinaciones de
expresion entre los receptores inhibitorios estudiados; este andlisis demostré6 que
adultos con SD poseen un menor porcentaje de células T CD8+ que expresan en su
superficie un anico receptor inhibitorio (36,0% versus 53,0%; p <0.0001), mientras que
presentan una proporcién significativamente mayor de células T CD8+ que coexpresan
tres receptores inhibitorios (22,0% versus 12,0%; p <0.01) en comparacion con los
controles tipicos (Figura | 7B). Para examinar que subpoblacién podrian explicar estas
diferencias observadas en las células T CD8+ en individuos con T21, decidimos evaluar
la expresion de los receptores inhibitorios dentro del compartimiento de células T CD8+,
analizando separadamente las células T CD8 virgenes, TEM, TCM y TEMRA. El mayor
porcentaje de células que expresan PD-1 y TIGIT se observdé mayoritariamente en
células TEMRA, pero no hubo diferencias significativas entre ambas cohortes de
individuos, mientras que llamativamente se demostré un incremento significativo en el
porcentaje en las células T CD8+ virgenes y TCM que expresan PD1y TIGIT (virgenes:
33,5%y21,2vs 12,6% Yy 8,7; p<0,01y TCM: 42,5% y 53,6% vs 26,0% y 43,2; p<0,05),
con respecto a sus controles euploides (Figura | 7C). Cuando evaluamos el porcentaje
de células que expresan BTLA no observamos diferencias significativas dentro del
compartimiento de células T CD8+, pero las células virgenes fueron la poblacion con
mayor porcentaje de expresion de este receptor en ambos individuos (Figura | 7C). Esto
se debe a que BTLA se expresa de manera constitutiva en esta subpoblacién de células
T (Krieg, Han, Stone, Goularte, & Kaye, 2005). Por otro lado, al examinar a las células
T CD8+ no-virgenes, observamos que s6lo aumento el porcentaje de células positivas
para PD-1 no asi las células positivas para TIGIT y BTLA, en comparacién con sujetos
sin T21. (Figura | 7D).
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Figura | 7: Adultos con Trisomia 21 muestran un incremento en la expresion de
receptores inhibitorios en las células T CD8+. PBMCs frescas de individuos sin (D21) y
con T21 fueron estimuladas ex vivo con PMA/lonomicina durante 4 horas y luego marcadas
para CD3, CD8, GzmB, IFN-y, TNF, Ki-67, PD-1, TIGIT, BTLA, CD57, KLRG1, T-bet, Eomes,
CD45RA y CCRY7. A) Histograma representativos (paneles superiores) y frecuencias (paneles
inferiores) de células que expresan PD-1, TIGIT y BLTA dentro de las células T CD8+ totales
en individuos con y sin T21 (n=19 D21 y n=12 T21). Los histogramas muestran los niveles de
expresion de estos marcadores en las células T CD8+ totales de individuos con T21 (negro)
y de controles tipicos (D21, gris), en comparacién con el FMO de cada molécula en células
T CD8+ (blancas). B) Gréficos circulares que ilustran el porcentaje relativo de la expresion
simultanea de receptores inhibitorios en las células T CD8+ totales de personas sin (D21) y
con T21 (n= 19 D21 y n=12 T21). Los colores de las porciones circulares corresponden al
namero de receptores inhibitorios expresados en una célula (naranja para 0, azul para 1,
etc.). Los arcos alrededor de las porciones representan qué receptor (es) inhibitorio (s) se
expresa (n) (es decir, PD-1 rojo; TIGIT amarillo, etc.) (panel superior), frecuencia de células
T CD8+ que expresan 1, 2 o 3 receptores simultaneamente en individuos con y sin T21 (panel
inferior).C) Proporcion de células que expresan PD-1, TIGIT y BLTA en los diferentes
subconjuntos de células T CD8+ definidos en la Figura 1 3D, en individuos sin (D21) y con
SD. D) Porcentaje de células T CD8+ no-virgenes positivas para PD-1, TIGIT y BLTA en
individuos sin (D21) y con T21. Los datos en (A), (C) y (D) se muestran como media + s.e.m
con significancia determinada por la prueba t no apareada, los datos en (B) se muestran como
media + s.e.m con significancia determinada por el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias
con la prueba posterior de Sidak. ns (no significativo), * p <0.05; ** p <0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001.

Nuestros datos demuestran que las células T CD8+ de individuos con T21
podrian presentar un fenotipo de hiperactivacion y no de agotamiento, ya que estas
células no han perdido caracteristicas clasicas de una funcién efectora, como lo son la

capacidad de secretar moléculas y citocinas proinflamatorias como GzmB, IFN-y y TNF
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(Figura | 4A-B) y mantienen su capacidad para proliferar frente a estimulos policlonales.
(Figura 1 5). A su vez, expresan de manera simultdnea multiples marcadores inhibitorios,
los cuales aumentan su expresion normalmente en procesos fisioldégicos de activacion
para regular y controlar una respuesta inmune en curso.

Por otro lado, nos pareci6 importante determinar marcadores de senescencia en
células T CD8+, debido a que se ha reportado que los individuos con SD tienen un
envejecimiento acelerado de su sistema inmune (A. Cossarizza et al., 1990; Cuadrado
& Barrena, 1996; Kusters et al., 2009), y porque células que estan sometidas a una gran
proliferaciébn sufren un proceso de acortamiento de telémeros distintivo de la
senescencia (Akbar & Henson, 2011; Mcelhaney & Effros, 2009). Cuando examinamos
la expresion de los marcadores de senescencia observamos que individuos con T21
poseen un mayor porcentaje de células T CD8+ positivas para CD57 (42,6% vs 17,7%;
p<0,0001) y KLRG1 (64,5% vs 38,1%, p<0,0001) (Figura | 8A). El andlisis de la
expresion simultdnea de CD57 y KLRG1, revel6 que el porcentaje de células T CD8+
KLRG1+ CD57- (30,3% vs 21,8%; p<0,05), KLRG1+ CD57+ (33,1% vs 12,8%;
p<0,0001) y KLRG1- CD57+ (3,1% vs 1,2%; p<0,01) se encontraba incrementado
significativamente en individuos con T21 frente a individuos sin T21 (Figura | 8B).
Considerando que individuos con SD presentan una mayor proporcion de células no-
virgenes y al evaluar la expresion de estos marcadores de senescencia en la misma
observamos que se encontraban significativamente aumentados (datos no mostrados),
por lo que decidimos evaluar la coexpresion de estos marcadores dentro de la poblacién
de células T CD8+ no-virgenes. Se determind un incremento significativo en el
porcentaje de células CD57+ KLRG1+ (41,4 vs 26,7; p<0.01) (Figura | 8C), lo que indica,
gue el subconjunto de células T CD8+ no-virgenes expresa una mayor frecuencia de
células T CD8+ con marcadores de senescencia.

Como previamente fue mencionado, en la respuesta de las células T CD8+, el
estado efector precede al estado de memoria, el cual podria desviarse a un fenotipo
agotado y/o senescente en caso de la persistencia de antigenos o factores ambientales,
respectivamente. De acuerdo con esta descripcion, nosotros hipotetizamos que las
células podrian existir en un estado intermedio en el que expresan marcadores de
activacion, inhibitorios y senescentes. Para investigar este fenotipo mas a fondo,
evaluamos la coexpresion de los marcadores de activacion y senescencia. Es de
destacar, que las personas con SD muestran una frecuencia significativamente elevada
de células que coexpresan IFN-y o TNF con PD-1, KLRG1 y CD57 (IFN-y+ PD-1+
KLRG1+ CD57+: 23,0% vs 11,0%, p <0,0001, Figura | 8D; TNF+ PD-1+ KLRG1+
CD57+: 22,0% vs 10,0%, p <0,0001, Figura | 8E), lo cual nos indica que personas con

SD muestran porcentajes elevados de células T CD8+ en este estado bivalente. A
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continuacion, determinamos la expresion de T-bet y EOMES en las células T CD8+

positivas para CD57 y KLRG1, este analisis revel6 que los adultos jovenes con SD
exhiben un aumento de T-bet (pero no EOMES) en las células T CD8+ KLRG1+ CD57+
(5553,8 vs 4369,7, p<0.05) y KLRG1+ CD57- (5468,4 vs 4338,1, p<0.05) (Figura | 8F).
Estos hallazgos sugieren que las células T CD8+ de las personas con SD poseen un

fenotipo asociado con la senescencia, lo cual concuerda con otros reportes previamente

publicados en individuos con edad avanzada (Dolfi et al., 2013).
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Figura | 8: Adultos con Trisomia 21 muestran un incremento en la expresion de
marcadores de senescenciaen las células T CD8+. PBMCs frescas de individuos sin (D21)
y con T21 fueron estimuladas ex vivo con PMA/lonomicina durante 4 horas y luego marcadas
para CD3, CD8, GzmB, IFN-y, TNF, Ki-67, PD-1, TIGIT, BTLA, CD57, KLRG1, T-bet, Eomes,
CD45RA y CCR7. A) Histogramas representativos (paneles superiores) y frecuencias
(paneles inferiores) de células que expresan CD57 y KLRGL1 dentro de las células T CD8+
totales en individuos sin (D21) y con T21 (n=19 D21 y n=12 T21). Los histogramas muestran
los niveles de expresion de estos marcadores en las células T CD8+ totales de individuos
con T21 (negro) y de controles tipicos (D21, gris), en comparacién con el FMO de cada
molécula en células T CD8+ (blancas). B) Graficos de citometria de flujo representativos
(paneles izquierdos) y frecuencia (paneles derechos) de la expresion simultanea de KLRG1
y CD57 en las células T CD8+ totales. C) Porcentaje de células T CD8+ no-virgenes positivas
para CD57 y KLRGL1 en individuos con y sin SD. D-E) Graficos circulares que ilustran el
tamafio relativo de la expresién Unica o simultdnea de los marcadores IFN-y (D) / TNF (E)
con PD-1, KLRG1 y CD57 en la poblacién de células T CD8+ totales en individuos sin (D21)
y con T21 (n=19 D21 y n=12 T21). Los colores de las porciones circulares corresponden al
namero de marcadores expresados en una célula (naranja para 0, azul para 1, etc.). Los
arcos alrededor de las porciones representan qué marcador (s) se expresan (es decir, IFN-y
o0 TNF rojo; PD-1 amarillo, etc.). F) Expresién relativa de T-bet (panel izquierdo) y Eomes
(panel derecho) en células T CD8+ con expresion simple o doble de CD57 y KLRG1. Los
datos en (A) hasta (C) se muestran como media + s.e.m con significancia determinada por la
prueba t no apareada, los datos en (F) se muestran como media + s.e.m con significancia
determinada por el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias con la prueba posterior de
Sidak. ns (no significativo), * p <0.05; ** p <0,01, **** p<0,0001.

En conjunto, estos resultados demuestran que los individuos con SD poseen
células T CD8+ circulantes en un estadio de diferenciacion terminal con un fenotipo
efector hiperactivado, donde expresan receptores inhibitorios y marcadores de
senescencia, pero tras la estimulacion ex vivo, son capaces de proliferar y producir

citocinas efectoras en mayor medida que sus controles euploides.

Caracterizacion fenotipicay funcional de las células T CD4+ circulantes en adultos
con trisomia 21.

Las células T CD4+ humanas pueden diferenciarse en subconjuntos de células
T con capacidad para producir citocinas diferentes a la vez que tienen patrones de
migracion que le permiten alojarse en tejidos afectados distintos. Aunque el efecto de
los procesos inmunes persistentes sobre la diferenciacion y funcion de las células T
CD4+ han sido menos estudiados, estos subconjuntos de células T no contienen
solamente células diferenciadas terminalmente, sino que la mayoria poseen una gran
plasticidad. Particularmente, las células T de memoria particularmente pueden adquirir
diferentes propiedades y funciones en respuestas inmunitarias secundarias (Becattini et
al., 2015; Gray, Westerhof, & MacLeod, 2018). Ademas, existe evidencia de que al igual
que las células T CD8+, las células T CD4+ pueden adquirir funciones reguladoras tras
la estimulacién cronica en tejidos inflamados, con una mayor expresion de receptores
inhibitorios (Crawford et al., 2014).
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Debido a que nuestros hallazgos hasta el momento demuestran que individuos
con SD presentan alteraciones en la distribucion de las células T CD4+ virgenes/
memoria y en el estado de activacion de las células T CD8+, decidimos examinar el
compartimiento de las células T CD4+ para investigar el estado de activacion y la
funcionalidad de subpoblaciones identificadas de acuerdo a la expresion de CD45RA y
Foxp3 (Figura | 3F). Para abordar esto, realizamos una evaluacion exhaustiva del
fenotipo de las células T CD4+ mediante citometria de flujo multiparamétrica, donde se
determiné la expresion de moléculas coestimuladoras (ICOS y GITR), receptores
inhibitorios (CTLA4, PD-1, CD39, TIGIT, KLRG1), marcadores de activacion (CD25,
CD39 y Helios), un marcador de proliferacion (Ki-67) y moléculas efectoras asociadas
con la polarizacion y funcionalidad de las células T CD4+ (IFN-y, IL-17A, LAP-1 y
GzmB); como asi también la expresion de proteinas asociadas con la activacién, funcion
supresora y especializacién de las células Treg (CD25, ICOS, GITR, CTLA-4, PD-1,
CD39, TIGIT, KLRG1, Helios, Ki-67, LAP-1, IL-17A, IFN-y y GzmB).

Para dilucidar los cambios fenotipicos que presentan las personas con SD en
esta poblacién celular, realizamos un analisis multivariado cuantitativo de todos los
parametros evaluados, los cuales fueron representados en graficos radiales (Figura |
9A). De esta manera podemos observar qué variables (parametros) son similares o si
hay cambios entre cada variable en las distintas subpoblaciones de células T CD4+
provenientes de individuos con y sin SD. Los datos se muestran en forma de dos
dimensiones de manera tal que las variables cuantitativas evaluadas se encuentran
representadas en los extremos de los ejes equiangulares que nacen de un mismo punto
central, siendo la posicion relativa y el angulo de cada eje uniforme. Cada valor de
variable evaluada, se traza a lo largo de su eje individual y todas las variables en un
conjunto de datos se conectan para formar un poligono permitiendo de forma sencilla
comparar los valores de cada variable en los distintos grupos estudiados. En nuestro
caso, los valores de las variables (frecuencia de una molécula estudiada) fueron
relativizados realizando una transformacién aplicando el logaritmo en base 2 de la
frecuencia de expresion de cada molécula, y los datos fueron graficados como un punto
en cada eje. Estos gréficos radiales resumen el perfil fenotipico de los diferentes
subconjuntos de células T CD4+ en personas con o sin T21 (Figura | 9A).

Se identificaron varias diferencias significativas entre personas con y sin SD.
Primero, entre las células Tconv virgenes, las cuales se encuentran reducidas en
namero y frecuencia en personas con SD (Figura | 3G), observamos una mayor
capacidad de respuesta frente al estimulo PMA/lonomicina, similar a lo observado
previamente en células T CD8+ en las que las células virgenes secretaban cantidades

significativamente mayores de citocinas y presentaban una mayor capacidad
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proliferativa con respecto a sus controles euploides frente a un estimulo in vitro. Esto se
evidencia con el aumento significativo en el porcentaje de células positivas para Ki-67
como asi también los receptores CD39, GITR, ICOS y TIGIT, pero no PD-1, indicativos
de un estado activado (Figura | 9A). Llamativamente, células Tconv virgenes de
personas con SD también mostraron un aumento marcado en la expresion de IL-17Ay
en menor medida IFN-y (Figura | 9A y B). En segundo lugar, las células Tconv de
memoria, cuya proporcion se encuentra significativamente aumentada en personas con
SD (Figura | 3G), mostraron al igual que las células Tconv virgenes, un incremento en
el porcentaje de células positivas para CD39, GITR y TIGIT, al mismo tiempo que
presentaban un estado polarizado hacia un perfil Th17, debido al aumento significativo
en la produccién de IL-17A (7,55% frente a 2,13%, p <0,001) (Figura | 9A y B). Este
fenotipo podria potencialmente evidenciar la alteracion en la distribucion de células
Tconv virgenes y de memoria en personas con SD, mientras que también apunta a un
cambio en la polarizacion hacia un perfil Th17. En tercer lugar, las células Foxp3+ no-
Treg mostraron pocas diferencias en la expresiébn de los distintos marcadores
estudiados. Sin embargo, las células Treg mostraron algunos cambios, por ejemplo,
mayor frecuencia de células Treg virgenes Ki-67 positivas, consistente con el mayor
namero de estas células que presentan las personas con SD. Ademas, células Treg
virgenes mostraron una mayor frecuencia de Helios, el cual ademas de ser un marcador
de activacion, se lo ha utilizado para identificar a las células Treg provenientes de timo
de aquellas generadas en periferia (Dhamne, Chung, Alousi, Cooper, & Tran, 2013;
MacDonald et al., 2013); a su vez, observamos una reduccion en el porcentaje de
células positivas para PD-1 (Figura | 9A). Por otro lado, células Eff Treg, las cuales
expresan mas Foxp3 segun los resultados mostrados en Figura | 3H, mostraron un peffil
fenotipico similar al de sus controles (Figura | 9A).

Para confirmar este estado de polarizacion hacia un perfil Th17, medimos los
niveles plasmaticos de IL-17A utilizando un ensayo denominado Meso Scale Discovery
(MSD), el cual se utiliza para realizar la medicion de multiples moléculas en plasma de
una cohorte de 40 adultos, 20 de ellos con SD (Tabla 2, Materiales y métodos). De
manera interesante, observamos que las personas con SD tienen niveles
significativamente elevados de IL-17A en plasma (Figura | 9C). Estos resultados nos
sugieren que individuos con T21 presentan una mayor proporcion de células Tconv
virgenes y de memoria productoras de IL-17, un fenotipo cominmente asociado a varias
condiciones inflamatorias y autoinmunes (Miossec & Kolls, 2012; Tabarkiewicz, Pogoda,
& Karczmarczyk, 2015; Waite & Skokos, 2012; Yang, Sundrud, Skepner, & Yamagata,
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2014). Esto sefiala una vez mas el estado proinflamatorio observado en personas con

SD y podria explicar su alta susceptibilidad a desarrollar condiciones autoinmunes.
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Figura |1 9: Adultos con Trisomia 21 poseen células T CD4+ polarizadas hacia un perfil
Th17. PBMCs frescas de individuos sin (D21) y con T21 fueron estimuladas ex vivo con
PMA/lonomicina durante 4 horas y luego marcadas para CD3, CD4, FOXP3, CD25, CD39,
Helios, KLRG1, PD-1, CTLA-4, GITR, ICOS, TIGIT, Ki-67, LAP-1, GzmB, IFN -y e IL-17. A)
Graéficos radiales que resumen el fenotipo observado en las distintas subpoblaciones de
células T CD4+ en sangre periférica de individuos con T21 (linea azul) y sin T21 (linea negra)
(n=9 T21 y n=14 D21). Cada radar representa la frecuencia de los diferentes parametros
indicados en una escala log2 de la frecuencia de cada marcador. Los parametros
significativamente diferentes se encuentran representados en negrita B) Andlisis de
citometria de flujo representativo (panel izquierdo) y frecuencia (panel derecho) de IL-17A en
las distintas subpoblaciones de células T CD4+ en individuos sin (D21) y con T21 (n=19 D21
y n=12 T21). C) Niveles de concentracion de IL-17A (logz concentracion) en plasma de
individuos sin (D21) y con T21 (n=20 D21 y n=20 T21) obtenidos por un ensayo MSD (Meso
Scale Discovery). Los datos en (A) se muestran como media * s.e.m con significancia
determinada por el analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con la prueba posterior de
Sidak, los datos en (C) se muestran como media + s.e.m con significancia determinada por
la prueba t no apareada. ns (no significativo), * p <0.05; *** p <0,001.
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ENSAYOS FUNCIONALES DE CELULAS T EN INDIVIDUOS CON TRISOMIA 21

El fenotipo de activacion exacerbado observado en células CD8+ y CD4+ Tconv
periféricas de individuos con SD no se encuentra acompafiado de grandes cambios
fenotipicos en la poblacién de células CD4+ Treg, aparte de su mayor namero y niveles
de expresion de Foxp3 aumentados (Figura | 1D y Figura | 3H). Estos hallazgos llamaron
nuestra atencién dado que cabria de esperarse que el sistema inmune tratara de regular
de alguna manera ese umbral de activacion tan bajo que tienen las células T CD4+ y
CD8+ en adultos con SD. Asi hipotetizamos de que las células CD4+ Treg en individuos
con T21 podrian de alguna manera ser ineficientes para controlar la funcionalidad de las
células T efectoras. Por lo tanto, utilizamos una cohorte de 16 personas adultas, 7 de
ellos con T21 y 9 controles tipicos de la misma edad y género (D21) (Tabla 3, Materiales
y métodos) y realizamos un clasico ensayo de supresiéon autélogo, donde las células
respondedoras y supresoras utilizadas provenian del mismo individuo. Para realizar
estos ensayos, utilizamos métodos de purificacion y separacion celular basados en cell
sorting donde aislamos las células CD4+ Tconv y CD4+ Treg de adultos con y sin SD
provenientes de muestras frescas de sangre periférica utilizando sus marcadores
celulares.

Para realizar el ensayo de supresién autologo, células CD4+ Tconv provenientes
de individuos con y sin T21 fueron marcadas con CellTracer Violet como indicador de
proliferacion, y se sembraron en presencia de perlas anti-CD3/CD28, para promover la
activacion y posterior proliferacion celular. Posteriormente, se agregaron al cultivo las
células CD4+ Treg del mismo individuo, en diferentes relaciones (detallado en
Materiales y Métodos). Luego de 5 dias de incubacion determinamos la proliferacion de
las células CD4+ Tconv en las distintas condiciones ensayadas mediante citometria de
flujo. Se esperaba observar que la presencia de las Treg en el cultivo disminuya la
capacidad de las Tconv de proliferar frente al estimulo. Esto se evidencia por una
reduccion en el numero de picos de los histogramas de proliferacién. En este ensayo
observamos que las Treg de adultos sin T21 son capaces de suprimir la proliferacion de
células CD4+ Tconv, siendo més notable en la relacion 1:1 (Treg: Tconv) (Figura | 10A-
B); en cambio las Treg de adultos con T21 evidencian una capacidad de supresion
disminuida, lo cual se observa en un menor porcentaje de supresion comparado con sus
controles tipicos en la relacion 1:1 (60,0% versus 44,2, p<0,001), sin encontrarse

diferencias significativas en las demés condiciones (Figura | 10A-B).
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Figura | 10: Adultos con trisomia 21 poseen células Treg con una capacidad supresora
disminucién en ensayos de supresion autélogos. Células CD4+ Tconv (CD4+ CD25low
CD127high) y células CD4+ Treg (CD4+ CD25high CD127low) provenientes de individuos
sin (D21) y con T21 fueron cultivadas en diferentes relaciones, para realizar un ensayo de
supresién autélogos. A) Histogramas representativos que muestran la proliferacion de las
células T CD4+ Tconv de individuos sin (D21) y con T21, determinada por la dilucion del
colorante Violeta luego de ser cultivadas 5 dias con células CD4+ Treg, en presencia de
perlas anti-CD3/anti-CD28. Control negativo de proliferacién Tconv dia 0 (linea gris claro),
células Tconv estimuladas con anti-CD3/CD28 en ausencia de Treg (linea gris oscura) y
células Tconv estimuladas con anti-CD3/CD28 en presencia de Treg (linea negra).C)
Porcentaje de supresion de la proliferacién de células CD4+ Tconv luego de 5 dias de cultivo
en presencia de anti-CD3/CD28 siguiendo las proporciones indicadas de células CD4+ Treg:
Tconv, en individuos sin (D21) y con T21. Los datos se muestran como media + s.e.m, en (B)
la significancia esta determinada por el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias con la
prueba posterior de Sidak. ***p<0,001.

A partir de estos resultados planteamos tres posibles explicaciones para la
disminucion de la supresion mediada por células CD4+ Treg en individuos con T21: la
primera es que adultos con T21 poseen células CD4+ Treg con alteraciones en su
capacidad supresora; la segunda es que estos individuos presenten células T efectoras
resistentes a la supresion y la tercera es una combinacioén de ambas. Para abordar esto,
realizamos un experimento de supresion criss-cross o “cruzado” (D’Alise et al., 2008;
Schneider et al.,, 2008; Venigalla et al., 2008; Wehrens et al., 2011), para lo cual
utilizamos una cohorte de 20 personas adultas, 10 de ellos con T21y 10 controles tipicos
de la misma edad y género (D21) (Tabla 3, Materiales y métodos), donde empleamos
los mismos métodos de purificacion y separacion celular utilizados en el ensayo de
supresion autdlogo. En este caso, luego de procesar las muestras, se purificaron células
T CD8+, CD4+ Tconv y CD4+ Treg de adultos con y sin T21.

Para llevar a cabo el ensayo de supresion criss-cross, se sembraron células T
CD8+ y las CD4+ Tconv, denominadas de ahora en mas células respondedoras,

provenientes de individuos con y sin T21, las cuales fueron marcadas con CellTracer
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Violet para evaluar su proliferacion, en presencia de anticuerpos monoclonales anti-

CD3/CD28. Luego, a las células respondedoras se le sumaron las células CD4+ Treg

de individuos distintos con y sin T21; en diferentes relaciones. Las células se incubaron

durante 5 dias y luego se evalué la capacidad proliferativa de células T CD8+ y las CD4+

Tconv utilizando citometria de flujo.
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Figura | 11: Adultos con Trisomia 21 poseen células T CD8+ refractarias a la supresion
mediadas por células CD4+ Treg. Células CD4+ Treg (CD4+ CD25high CD127low) y
células T CD8+ de individuos sin (D21) y con T21 fueron cultivadas en diferentes relaciones,
para realizar un ensayo de supresion “criss-cross”. Histograma representativo que compara:
A) la proliferacion de las células T CD8+ de adultos sin (D21) y con T21, determinada por la
dilucién del colorante Violeta cultivadas con células CD4+ Treg de D21 y T21 en diferentes
relaciones frente a las mismas células T CD8+ de D21. B) la proliferaciéon de las células T
CD8+ de adultos sin (D21) y con T21, cultivadas con células CD4+ Treg D21 en diferentes
relaciones con células T CD8+ de D21 o T21 marcadas con violeta. C) Porcentaje de
supresion en la combinacion “criss-cross” luego de 5 dias de cultivo en presencia de anti-
CD3 / CD28 siguiendo las proporciones indicadas de células CD4+ Treg: CD8+, células T
CD8+ respondedoras D21 (linea continua) y T21 (linea discontinua), células CD4+ Treg D21
(linea gris) y T21 (linea negra). D) Histograma representativo muestra la dilucion del colorante
de proliferacion celular (panel izquierdo) y el indice de Division (panel derecho) de células T
CD8+ de individuos con y sin SD, luego de 5 dias de cultivo en presencia de anti-CD3/ CD28.
E-F) Andlisis representativo de citometria de flujo (panel izquierdo) y frecuencia (panel
derecho) de células que expresan (E) CD25 y (F) GzmB, IFN-y y TNF en las células T CD8+,
después de 5 dias de cultivo en presencia de anti-CD3 / CD28 y estimuladas las ultimas 4
horas con PMA / lonomycin. Los datos en (C) se muestran como media £ s.e.m, la
significancia esta determinada por el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias con la prueba
posterior de Tukey; en (D), (E) y (F) se muestran como media * s.e.m, la significancia esta
determinada por la prueba t no apareada. n=9/grupo. * p <0,05, ** p <0,01, **** p <0,0001.

Sorprendentemente, observamos que las células CD4+ Treg de cualquiera de
los dos cariotipos presentaban una capacidad similar para suprimir a las células T CD8+
y CD4+ Tconv respondedoras de individuos euploides (Figura | 11Ay Figura | 12A). Por
el contrario, tanto las células T CD8+ como CD4+ Tconv provenientes de individuos con
T21 fueron claramente resistentes a la supresibn mediada por CD4+ Treg,
independientemente del cariotipo Treg (Figura | 11B-C y Figura | 12B-C). Para explorar
mas a fondo este fendmeno, analizamos la proliferacién y los marcadores de activacion
en las células respondedoras tras la estimulacion con anti-CD3 y anti-CD28 en ausencia
de Treg. Este ensayo reveld que las células T CD8+ provenientes de individuos con T21
poseen una mayor tasa de proliferacién, un aumento significativo en la frecuencia de
células CD25+ y una mayor produccion de moléculas efectoras como GzmB, IFN-y y
TNF (Figura | 11D-F), con respeto a sus controles euploides. Del mismo modo,
observamos que las células CD4+ Tconv de individuos con T21, presentaban un
aumento significativo de la proliferacion, expresion de CD25 y la produccion de IFN-y
(Figura | 12D-F), con respecto a sus controles tipicos. Estos resultados nos indican que
personas con SD poseen células T efectoras con una gran capacidad de respuesta ante
estimulos in vitro (en este caso anti-CD3/CD28) refractarias a la supresion mediada por

células CD4+ Treg, independientemente del cariotipo de las células supresoras.
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Figura | 12: Adultos con Trisomia 21 poseen células T CD4+ Tconv refractarias a la
supresion mediadas por células CD4+ Treg. Células CD4+ Treg (CD4+ CD25high
CD127low) y células T CD4+ Tconv (CD4+ CD25low CD127high) de individuos sin (D21) y
con T21 fueron cultivadas en diferentes relaciones, para realizar un ensayo de supresién
“criss-cross”. Histograma representativo que compara: A) Proliferacién de las células T CD4+
Tconv de adultos sin (D21) y con T21, determinada por la dilucién del colorante Violeta
cultivadas con células CD4+ Treg de D21 y T21 en diferentes relaciones frente a las mismas
células T CD4+ Tconv de D21. B) Proliferacion de las células T CD4+ Tconv de adultos sin
(D21) y con T21, cultivadas con células CD4+ Treg D21 en diferentes relaciones con células
T CD8+ de D21 o T21 marcadas con violeta C) Porcentaje de supresién en la combinacién
“criss-cross” luego de 5 dias de cultivo en presencia de anti-CD3/CD28 siguiendo las
proporciones indicadas de células CD4+ Treg: Tconv, células T CD4+ Tconv respondedoras
D21 (linea continua) y T21 (linea discontinua), células CD4+ Treg D21 (linea gris) y T21 (linea
negra). D) Histograma representativo muestra la dilucién del colorante de proliferacion celular
(panel izquierdo) y el indice de Division (panel derecho) de células T CD4+ Tconv de
individuos con y sin SD, luego de 5 dias de cultivo en presencia de anti-CD3 / CD28. E-F)
Analisis representativo de citometria de flujo (panel izquierdo) y frecuencia (panel derecho)
de células que expresan (E) CD25 y (F) GzmB, IFN-y y TNF en las células T CD4+ Tconv,
después de 5 dias de cultivo en presencia de anti-CD3/CD28 y estimuladas las ultimas 4
horas con PMA / lonomycin. Los datos en (C) se muestran como media + s.e.m, la
significancia esta determinada por el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias con la prueba
posterior de Tukey; en (D), (E) y (F) los datos se muestran como media + s.e.m, la
significancia esta determinada por la prueba t no apareada. n=9/grupo. ns (no significativo),
*p <0,05, ** p <0,01, **** p <0,0001.
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Para estudiar méas en profundidad el impacto global de la T21 en el programa
transcripcional de las células CD4+ Treg, comparamos los perfiles de expresion génica
de las células CD4+ Treg provenientes de individuos con y sin SD, y caracterizamos el
potencial funcional de estas células a nivel molecular. Para ello, las células CD4+ Treg
fueron purificadas (como CD4+ CD25hi CD127l0) de sangre periférica de una cohorte
de 12 participantes del protocolo de investigacion, 6 con T21 y 6 controles tipicos de la
misma edad y género (D21), y realizamos un analisis transcriptomico mediante
secuenciamiento de ARN (ARN-seq). Al comparar las células T21 versus D21
identificamos una firma distintiva causada por la T21, donde 134 ARNm se encontraban
expresados diferencialmente (differentially expressed genes: DEG) (padj <0.1), 43
ARNmM disminuidos y 91 ARNm aumentados en las células CD4+ Treg T21 (utilizando
un valor p ajustado que recorta resultados falsos positivos. FDR <10%, Figura | 13A).
Cuando evaluamos dénde se ubicaban los DEG en todo el genoma encontramos, como
era de esperar, que muchos genes codificados en el chr21 estaban sobreexpresados,
debido la propia trisomia. Sin embargo, ~73% de los DEG se encontraban codificados
en otros cromosomas, mostrando un patrén obvio de regulacion donde genes se
encuentran aumentados y disminuidos (Figura | 13B). Posteriormente, investigamos en
qué medida los cambios en la expresion génica observados estaban causados por la
T21, o en otras palabras si se ven afectados por los genes codificados en el chr21. Para
ello realizamos un andlisis de componentes principales (PCA) en el cual observamos
que el transcriptoma de células Treg de individuos con T21 se segrega completamente
(PC1 44,27%) del transcriptoma de los controles tipicos (Figura | 13C); en cambio, no
observamos lo mismo cuando utilizamos los primeros 500 genes, dentro de las cuales
se encontraban los DEG, del genoma total (Figura | 13D). Estos resultados nos indican
gue el impacto global en el transcriptoma de las células Treg trisémicas se ve afectado
principalmente por la presencia de una copia extra del chr21 y los genes codificados en
él, como era de esperarse. El resto de los genes DEG no muestran un compartimiento
diferente entre individuos con T21 y controles tipicos, indicando, que al menos en las
condiciones ensayadas el programa transcripcional de las Treg de T21 y D21 no es tan
diferente (Figura | 13D).
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Figura | 13: Células T regulatorias de adultos con T21 poseen un perfil de expresion
génica similar al de sus controles tipicos. Andlisis transcriptomico realizado a partir de
células CD4+ Treg (CD4+ CD25high CD127low) de individuos sin (D21) y con T21. A) Grafico
volcan que muestra las veces de cambio (T21 sobre D21) y los valores de p para los ARNm
detectados por RNAseq. Los genes expresados diferencialmente se marcan en rojo
(significativamente aumentados), azul (significativamente disminuidos) y gris (no
significativo), (FDR <10). B) Grafico Manhattan que muestra los genes expresados
diferencialmente en cada cromosoma. Genes en rojo (significativamente aumentados), azul
(significativamente disminuidos) y gris (no significativo). C-D) Analisis de componentes
principales (PCA) (C) basado en la lista de genes codificados en el chr2l que estan
diferencialmente expresados, D) basado en el top 500 de genes en todo el genoma. Los
genes expresados diferencialmente (DEG), se definen por DEseq2 (FDR <10%), Los valores
de p se calcularon con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, padj <0,1.

Por dltimo, para comparar la firma de las células Treg de personas cony sin SD,

evaluamos la expresion de genes que participan en la activacion, funcion supresora y

especializacion de estas células, de la misma manera que hicimos mediante citometria

de flujo. Determinamos un aumento significativo en la expresion de foxp3 en las células

Treg T21, lo cual fue predecible ya que la expresién de Foxp3 por citometria de flujo fue

mayor (Figura | 3H), mientras que la mayoria de los transcriptos de la firma Treg,

ademas de los medidos por citometria de flujo, se encontraban representados de la
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misma manera en las células D21 y las T21, incluyendo Ctla4, l12ra, Tnfrsf18, 1110, Tigit,
Tfrc, Prdm1, II7r, Ccr7, Cd45ra, Cd28, Cd38, Cd137, entre otros. En contraste Itgh2 e
Itgae, a los cuales se le ha atribuido una actividad reguladora al expresarse en células
Treg, se encontraron significativamente aumentados en individuos con T21 con respecto
a sus controles (Figura | 14A). A su vez, cuando evaluamos la expresién de genes
asociados a la especializacion funcional de las células Treg, observamos que células
CD4+ Treg provenientes de individuos con T21 presentaban niveles similares de
algunos transcriptos asociados con una firma Th17, como lo son Rorc, Rora, IL6R, Batf,
Runx1, Stat3, IL21R, Notch 1, Notch2, Prkcq y Ahr (Figura | 14B). De manera similar,
observamos que las células Treg de estos individuos no presentaron diferencias en la
expresion de genes asociados con un perfil Th2, como Gata3, Gfil, Stat5a, Stat5b, ll4ra,
l11r2, Irf4 e 1110 (Figura | 13C). Por ultimo, cuando evaluamos el perfil de especializaciéon
hacia Thl, no se encontraron diferencias en la expresion de genes, como Thx21,
Eomes, Ifng, Statl, Runx3, Ifngrl, Tnf, Gzmb, Socs3, lI12rb e 1112rb2, entre ambos
cariotipos de células Treg (Figura | 14D). Estos resultados revelaron que células Treg

T21 tiene un perfil transcripcional similar al de las Treg D21.
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Figura | 14: Células T regulatorias de adultos con trisomia 21 poseen un perfil
transcripcional similar al de sus controles. Andlisis transcriptémico realizado a partir de
células CD4+ Treg (CD4+ CD25high CD127low) de individuos sin (D21) y con T21. Los
diagramas de caja y bigotes muestran ejemplos de la expresion de ARN para las firmas de
A) Treg, B) Thl7, C) Th2 y D) Thl. Los valores de expresion de ARNm se muestran en
lecturas por kilobase por millon (RPKM). Los datos en (A) hasta (D) se muestran como media
* s.e.m con significancia determinada por la prueba t no apareada, ns (no significativo), * p
<0.05; *** p <0,001, **** p<0,0001.

En conjunto estos resultados demuestran que el defecto en la regulacion de
células T en personas con SD, se debe a que células T efectoras son resistentes a la
supresion mediada por células Treg, lo cual podria explicarse por el microambiente

hiperactivado e inflamatorio de individuos con SD.
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Conclusiones parciales I:

Individuos con T21 presentan una distribucién similar de células T totales tanto
en frecuencia como en nimero de células.

Individuos con T21, presentan una relacion asimétrica de células T CD4+ / CD8+
con respecto a individuos sin T21, debido a que poseen una disminucion en la
frecuencia de células T CD4+, acompafiado por un aumento en el porcentaje y
numero de células T CD8+.

Dentro de las células T CD4+, observamos que individuos con T21 presentan un
aumento en la frecuencia y nidmero de células T CD4+ Treg, mientras que
muestran una disminucion en el porcentaje células T CD4+ Tconv.

Individuos con T21 presentan alteraciones en el compartimiento de células T
CD8+, debido a una disminucion significativa en la frecuencia de células T
virgenes, acompafiado por un aumento significativo en la poblacion TEMRA.
Dentro del compartimiento de CD4+, individuos con T21 presentan frecuencias
similares en las subpoblaciones de células T CD4+ Treg, pero en el
compartimiento de células CD4+ Tconv muestran una mayor frecuencia de
células T de memoria y un porcentaje reducido de células T virgenes.

Células T CD8+ de individuos con T21 reflejan un fenotipo de activacién continua
y de diferenciacion terminal, a pesar de expresar marcadores de senescencia y
receptores inhibitorios, revelan un aumento significativo en la capacidad
proliferativa y en la produccion de GzmB, IFN-y y TNF.

Las células T CD4+ y CD8+ virgenes muestran un umbral de activacion
sorprendentemente bajo, con respecto a sus controles euploides.

En individuos con T21 las células T CD4+ Tconv se ven mas favorecidas a un
perfil Th17, mientras que células Eff Treg se encuentran mas activadas por
poseer una mayor expresion de FOXP3.

Los ensayos funcionales muestran que las células T efectoras CD8+ y CD4+ de
las personas con SD son refractarias a la supresibn mediada por Treg,
independientemente del cariotipo Treg.

Analisis transcriptomico de células Treg revela que personas con SD poseen un
perfil de expresion génica similar a células Treg provenientes de individuos sin
SD.
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OBJETIVO ESPECIFICO 1I: ESTUDIAR EL
IMPACTO DEL EJE IFN-I/IFNAR SOBRE LA
BIOLOGIA DEL COMPARTIMIENTO DE CELULAS
T CIRCULANTES EN ADULTOS CON TRISOMIA 21

PARTE IIA: Determinacion del impacto global de la
Trisomia 21 en el programa transcripcional de células
T.

PARTE 1IB: Estudio del impacto de la Trisomia 21
sobre la sefializacion de IFN-I en células T
circulantes.

PARTE IIC: Efecto de los IFN-I sobre la funcionalidad

de células T en individuos con Trisomia 21.
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IMPACTO GLOBAL DE LA TRISOMIA 21 EN EL PROGRAMA TRANSCRIPCIONAL
DE CELULAS T

Con el fin de investigar las vias de sefializacién desreguladas por la T21, que
podrian explicar estos cambios observados en las células T, realizamos un analisis
transcriptomico de glébulos blancos totales. El estudio se realizé en una cohorte de 19
individuos, 10 de ellos con T21 y 9 controles tipicos de la misma edad y género (ver
Materiales y Métodos para detalles de la cohorte, Tabla 4). Los leucocitos totales fueron
purificados de sangre total, luego se aislo el ARN y se realizo el ARNseq. Detectamos,
que la T21 causa una firma distintiva de expresion génica que consiste en 497 ARNm
disminuidos y 406 ARNm aumentados (FDR <10%, Figura Il 1A). Cabe destacar que 96
de los genes que se encuentran aumentados, pero ninguno de los genes disminuidos,
estan codificados en el chr2l; esto concuerda con los efectos esperados debido a la
mayor dosis génica (marcados en verde en la Figura Il 1A). Sin embargo, alrededor del
90% de la firma asociada a la T21 se encuentra codificada en otras partes del genoma,
lo que indica la existencia de cascadas de sefializacion desreguladas por la trisomia.
Para identificar estas vias de sefalizaciébn, empleamos la herramienta de andlisis
denominada Upstream Regulator del software IPA (Ingenuity Pathway Analysis)
(Kramer, Green, Pollard, & Tugendreich, 2014), este software basado en algoritmos se
lo utiliza para el andlisis, integracibn e interpretacion de datos derivados de
experimentos Omicos, para identificar nuevos biomarcadores basandose en datos
previamente publicados. Esta estrategia revel6 que las dos primeras vias de
sefializaciébn que se predicen activadas en los leucocitos totales en T21 son la
sefializacion de CD3 y CD28, ambos coreceptores de membrana que median la
activacion de las células T (Figura Il 1B). Es importante destacar que estas predicciones
son impulsadas en gran medida por los ARNm que no estan codificados en el chr21
(Figura Il 1B) y que se encuentran aumentados significativamente y forman parte de
estas vias de sefializacion. A su vez, todos los genes en la firma molecular de CD28 son
parte de la firma CD3. Al analizar estas firmas, se observo un aumento significativo en
la expresion de muchos genes regulados luego de la activacion de las células T, como
CCR5, CCL5, CXCR6, GFI1, RORC y FOXP3, en las células provenientes de personas
con SD (Figura Il 1C) (Gilks, Bear, Grimes, & Tsichlis, 1993; Gornalusse et al., 2015;
Heesch et al., 2014; Kmieciak et al., 2009; Latta, Mohan, & Issekutz, 2007; X. Li & von
Boehmer, 2011; Mukherjee, Schaller, Neupane, Kunkel, & Lukacs, 2009; Murooka,
Rahbar, Platanias, & Fish, 2010; Sato et al., 2005; J. Wang et al., 2007). Aunque existen
variaciones entre los individuos con T21, el score de activacion de CD3, (el cual se
determina segun la sobre-expresion o no de un determinado grupo de genes firmemente

involucrados en la activacion de estas células, en este caso, calculado a partir de 38
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genes), se encontraba significativamente mas altos que en las personas tipicas (Figura
II 1D). Estos resultados indican que, luego de evaluar el transcriptoma de todas las
poblaciones de leucocitos, la sefial mas destacada en individuos con SD, es la
sobreexpresion de genes involucrados en la activacion de las células T. Asi mismo,
determinamos que otras vias de sefializacion que se predecian activadas en personas
con SD incluyen varias citocinas como IL-18, IL-1B e IL-2; y multiples componentes de
la via de sefalizacién de IFN dentro de los cuales encontramos a IRF7, TLR7, IFNbeta,
IFNG, IFNalfa (Figura 1l 1B).
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Figura Il 1: Analisis transcriptdmico de leucocitos totales de adultos con Trisomia 21
revela firmas de expresion génica indicativas de activacion de células T. El andlisis de
ARNseq se realiz6 con globulos blancos totales de 19 participantes, 10 de ellos con Trisomia
21. A) Graéfico de volcan que muestra las veces de cambio (T21 sobre D21) y los valores de
p para los ARNm detectados por RNAseq. Los ARNm codificados por los genes en el
cromosoma 21 estdn marcados de verde. El nimero de genes significativamente disminuidos
y aumentados (FDR<10%) se indica en las esquinas superior izquierda y derecha,
respectivamente. B) Mapa de calor que muestra los resultados del andlisis de los datos de
RNAseq en (A) utilizando la herramienta Upstream Regulator del software IPA (Ingenuity
Pathway Analysis). Las vias de sefializacion que se predicen que se activaran aparecen en
la parte superior. De arriba hacia abajo, el andlisis se realizé utilizando todos los genes
expresados diferencialmente (DEG). Los DEG no codificados en chr21 (No-chr21) y los DEG
en chr2l. C) Graficos de puntos que muestran datos para genes representativos del RNAseq
gue pertenecen a la firma de activacion CD3. RPKM: lecturas por kilobase por millén. D)
Gréficos de puntos que muestran los valores de puntuacion de activacion de CD3 para cada
muestra evaluada de individuos tipicos (D21) o individuos con sindrome de Down (T21). Los
datos en (C) y (D) se muestran como media + s.e.m con significancia determinada por la
prueba t no apareada. ns (no significativo); * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001.
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Luego, para obtener mas informacién sobre este fenbmeno, analizamos los
datos de ARNseq que fueron generados previamente por el grupo del Dr. Joaquin
Espinosa, a partir de células T totales previamente purificadas (CD45+ CD3+ CD14-
CD19- CD56-) de una cohorte de 17 participantes, 10 con T21 (Sullivan et al., 2016b).
Cuando realizamos el mismo andlisis con IPA en este conjunto de datos, cinco de las
primeras diez vias de sefializacién que se predecian activas, pertenecian a la via de IFN
(IFNalfa, IRF7, IRF1, IFNA2, IFNG) (Figura Il 2A), lo cual es consistente con hallazgos
anteriores del grupo, donde se observaba como la T21 activa la respuesta IFN en
multiples tipos de células (Sullivan et al., 2016). Una vez mas, esta firma molecular se
constituye por genes que se no encuentran codificados en el chr21, y esté enriquecida
por genes candnicos estimulados por IFN. Al igual que con el score de activacion de
CD3, existe un score de activacion de la via de IFN, generado por autores que
identificaron numerosos genes de esta via que se expresan diferencialmente sila misma
esta activada (Samarajiwa et al., 2009). En personas con SD, los valores de score de
IFN se encuentran significativamente elevados, tanto en células T totales como en los
leucocitos totales (Figura Il 2B). Posteriormente, evaluamos la correlacién entre las
firmas de CD3 e IFN en los leucocitos totales y se observo que estas firmas no se
superponen completamente, pero existe una fuerte correlacién positiva entre el score
de CD3 e IFN tanto en individuos euploides como trisémicos, presentando scores mucho
mas elevados los individuos con T21 (Figura Il 2C). Finalmente, el ARNseq de las
células T confirmé un aumento en la induccién transcripcional de T-bet (TBX21) y
EOMES en las células T de personas con SD (Figura |l 2D), lo que proporciona evidencia
adicional al fenotipo hiperactivado observado en las células T CD8+ de personas con
SD. Es de destacar, que la expresion de T-bet y EOMES se correlacion6 positivamente,
y significativamente, con el score de IFN alfa en las células T (Figura Il 2E).
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Figura Il 2: Andlisis transcriptémico de leucocitos totales y células T en adultos con
Trisomia 21 revela firmas de activacion de células T asociadas con hiperactividad de
IFN. Andlisis de ARNseq se realiz6 con glébulos blancos totales (células totales) de 19
participantes, 10 de ellos con Trisomia 21 comparado con datos del RNAseq de células T
totales de 17 participantes, 10 de ellos con Trisomia 21. A) Mapa de calor que muestra los
resultados del andlisis de los datos de RNAseq de células T totales realizado en Sullivan et
al 2016, utilizando la herramienta Upstream Regulator del software IPA (Ingenuity Pathway
Analysis). Los factores que se predicen que se activaran aparecen en la parte superior. De
arriba hacia abajo, el andlisis se realizd utilizando todos los genes expresados
diferencialmente (DEG), los DEG no codificados en chr21 (No-chr21) y los DEG en chr21. B)
Graficos que muestran los valores de puntuacion de IFN-a calculados a partir del RNAseq de
células T (panel izquierdo) o de glébulos blancos completos (panel derecho). C) Diagramas
de dispersién y andlisis de correlacion de Pearson entre los valores de puntuacion de IFN- a
frente a los valores de puntuacion de CD3 en personas con y sin SD. D) Graficos de
dispersion que muestran los datos de expresion RNAseq para T-bet y Eomes en células T de
individuos con y sin T21. E) Diagramas de dispersion y analisis de correlacion de Pearson
entre los valores de puntuacion de T-bet (panel izquierdo) y Eomes (panel derecho) frente a
los valores de puntuacién de IFN -a en el RNAseq de células T en individuos sin (D21) y con
T21. Los datos en (B) y (D) se muestran como media = s.e.m con significancia determinada
por la prueba t no apareada, los datos de (C) y (E) se muestran como una correlacion con la
significancia determinada por la correlacion de Pearson; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001
***x ) <0,0001.

Estos resultados sugieren que células T de personas con SD estan en un estado
de activacion marcado que ocurre simultaneamente con una hiperactividad marcada de
IFN.

Paula Araya 78



Capitulo 3 Resultados

IMPACTO DE LA TRISOMIA 21 SOBRE LA SENALIZACION DE IFN-I EN CELULAS
T CIRCULANTES

Luego de haber identificado que las células T en personas con SD poseen un
transcriptoma indicativo de hiperactivacion asociado con una firma molecular acorde a
una respuesta de IFN exacerbada, decidimos examinar datos ya generados en el grupo
del Dr. Espinosa mediante citometria de masa unicelular (Citometria tiempo de vuelo,
CyTOF) donde se evalué la expresion de la proteina en superficie IFNAR1, codificada
en el chr21, en 99 subtipos celulares distintos. Cabe destacar que la sobreexpresion de
IFNARL1 fue obvia y generalizada, observando un aumento significativo en la expresion
de este receptor en 88 de las 99 poblaciones evaluadas, dentro de las cuales se
encontraban las células T (Waugh et al., enviado para su publicacion). Posteriormente,
cuando nos focalizamos en los diferentes subconjuntos de células T de individuos con
T21 determinamos niveles significativamente mas altos en la expresién de IFNAR1 tanto
en linfocitos T CD8+ (23.3 vs 16.6, p<0.01), como en células CD4+ Tconv (22.4 vs 15.7,
p<0.01) y CD4+ Treg (23.5 vs 16.6, p<0.01), como asi también su frecuencia, con

respecto a sus controles tipicos (Figura Il 3).
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Figura 1l 3: Adultos con trisomia 21 poseen una mayor frecuencia y expresion del
receptor IFNAR1 en el compartimiento de células T. La tecnologia de citometria de masa
de tiempo de vuelo (CyTOF) se utiliz6 para medir la expresion de la proteina de superficie
IFNAR1 en 99 tipos de células inmunitarias diferentes en muestras de sangre periférica de
adultos con y sin trisomia 21 (n=36, 18 con T21). Representacidon gréafica (paneles superiores)
y gréficos de dispersion (Paneles inferiores) que muestran la expresién de IFNAR1 como
media geométrica de la intensidad del metal (gMMI) entre los subconjuntos de células T CD8
+, CD4+ Tconv y CD4+ Treg en individuos sin (D21) y con T21. Los histogramas muestran
los niveles de expresion de IFNAR1 en individuos con T21 (negro) en comparacion con
controles tipicos (D21, gris). Los datos se muestran como media + s.e.m con significancia
determinada por la prueba t no apareada; ** p <0,01.

Paula Araya 79



Capitulo 3 Resultados

A partir de estos resultados, decidimos realizar una caracterizacion mas profunda
de la cascada de sefalizacion inducida luego de la estimulacion con uno de los ligandos
de IFNAR, el IFN-a (IFNA2). Esta cascada depende de la identidad y el estado de
activacion de las células respondedoras a IFN-I. La unién de IFN-a al complejo IFNAR
inicia la cascada de sefializacién canonica, que involucra los mediadores JAK-STAT, y
la fosforilacion y dimerizacion de moléculas STAT, seguida de su translocacion al
nucleo. Alli regulan la expresion de genes estimulados por IFN. Existen otras vias de
sefializacién no candnica, donde IFN también puede inducir un conjunto de expresion
de genes independiente de STATS, tales como la via de las MAPK, NF-kB y PI3K/AKT.
Ademas, IFN regula la traduccién de algunos ISG a través de la sefializaciéon de mTOR
(K. Chen et al., 2017; Hervas-Stubbs et al., 2011). Para tener una aproximaciéon de las
vias activadas en las distintas subpoblaciones de células T, disefiamos un panel de
anticuerpos especificos, donde ademas de utilizar marcadores para definir las distintas
subpoblaciones de células, utilizamos anticuerpos para identificar STAT1-6, las
quinasas ERK1/2 y el factor de transcripcion 4E-BP1 fosforilados (este Ultimo
involucrado en la via de mTOR) (Hervas-Stubbs et al., 2011; S. Joshi, Kaur, Kroczynska,
& Platanias, 2010; Kaur et al., 2008; Livingstone et al., 2015).

Para ello, evaluamos el estado de fosforilacion de STAT1-6, ERK1/2 y 4E-BP1
por CyTOF, en condiciones basales y estimuladas con IFN (Figura Il 4 y 5). Inicialmente,
analizamos el impacto de la T21 en la sefializacion basal antes de cualquier estimulacion
con IFN-a ex vivo, lo que reveld, como era de esperar que algunos de los mediadores
fosforilados analizados se encontraron aumentados en las células T de individuos con
T21. En la Figura Il 4A se observan gréaficos de “volcan” en donde se grafica la los
valores de p y las veces de cambios entre los cariotipos (T21 versus D21) para ocho
fosfo-epitopes inducibles por IFN medidos por la tecnologia CyTOF en sangre periférica
de individuos con y sin T21. Las veces de cambio se calcularon como la relacién del
arcoseno de muestras de personas con SD (T21) menos la de muestras de personas
tipicas (D21). Los puntos que caen en el cuadrante superior derecho indican una
relacion T21/D21 significativamente aumentada. Es importante destacar, que el tipo de
célula con mayor impacto por la T21 en condiciones no estimuladas fueron las células
T CD8+, que mostraron niveles significativamente elevados en la fosforilacion de 4E-
BP1y STAT4, mientras que en las células CD4+ Tconv solo observamos un aumento
significativo en la fosforilacion de 4E-BP1, una observacion consistente con reportes
previos que informaron la activaciéon de la via de mTOR en individuos con SD (Troca-
Marin, Casafias, Benito, & Montesinos, 2014). Por otro lado, cuando evaluamos a las
células CD4+ Treg observamos una mayor fosforilacion de STAT6 medido directamente

ex vivo, lo cual puede deberse a que la activacion de STAT6 esta involucrado en el
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mantenimiento, el desarrollo y la sobrevida de las células CD4+ Treg (Sanchez-
Guajardo et al., 2007) (Figura 1l 4A). Estos resultados, revelan que, en condiciones
basales, hay una mayor activacion de células T en adultos con SD. Esto podria deberse
en gran parte, al aumento de citocinas proinflamatorias observados previamente en

individuos con SD (Carta et al., 2002; Rostami, Douraghi, Mohammadi, & Nikmanesh,
2012; Sullivan et al., 2017; Y. Zhang et al., 2017).
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Figura Il 4;: La trisomia 21 causa hipersensibilidad en el compartimiento de células T al
IFN-a. El estado de fosforilaciéon de STAT1-6, ERK1/2 y 4E-BP1 fue medido por CyTOF en
el compartimiento de células T en sangre entera de individuos sin (D21) y con T21 (n=36, 18
con T21), luego de la incubacién directamente ex vivo durante 30 minutos con (IFN-a+) o sin
(basal) IFNa-2a (10,000 U/mL). Graficos de volcan muestran los valores de p y las veces de
cambios entre los cariotipos (T21 versus D21) para ocho fosfo-epitopes inducibles por IFN
en sangre periférica de individuos con y sin T21 en A) condiciones basales y B) después de
la estimulacion con IFNa2A durante 30 minutos. Las veces de cambio se calcularon como la
relaciéon del arcoseno de muestras de personas con SD (T21) menos la de muestras de
personas tipicas (D21). Todos los datos representan una Unica corrida de CyTOF que
contiene un total de n= 8 réplicas biolégicamente independientes por cohorte T21 y D21. La
significancia estadistica fue determinada por una prueba t de Student. La linea discontinua
vertical representa la linea media sin cambios. La linea discontinua horizontal representa el
valor de p de 0.05 segun lo calculado por la prueba t de Student.
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Posteriormente, al evaluar el impacto de T21 en la fosforilacion de mediadores
de las distintas cascadas de sefializacibn que pudieran activarse luego de la
estimulacion con IFN-a ex vivo, observamos que las células T CD8+ de individuos con
SD mostraron un patrén similar al de la condicién basal, donde se observé un aumento
significativo en la fosforilacion de 4E-BP1 y STAT4, mientras que en las células CD4+
Tconv hubo un aumento significativo en la fosforilacion de 4E-BP1, STAT1, 3, 4y 6. Por
ultimo, las células CD4+ Treg mostraron un incremento en la fosforilacion de 4E-BP1,
STAT1 y 6 (Figura Il 4B). Es de destacar, que existen diferencias en el tipo de via de
sefalizacion utilizada por los distintos tipos celulares, luego de la activacion del eje IFN-
IFNAR, y también en cédmo impacta la T21 en cada una de estas células. Mientras que
la T21 causa un aumento en la fosforilacién en la mayoria de los epitopes en los distintos
tipos celulares, existen claras diferencias cuantitativas. Por ejemplo, pSTAT1y p4E-BP1
fueron inducidos en todos los subtipos de células T. A su vez, la fosforilacion de pSTAT4
es otro claro ejemplo de los efectos especificos de tipo celular en personas con T21, ya
que fue inducido en las células T CD8, mientras que la fosforilacion de STAT6 fue
inducida en las células CD4+ Treg, seguido por las células CD4+Tconv (Figura Il 5).
Estos hallazgos se pueden observar mas facilmente cuando graficamos nuestros
resultados en graficos de radiales (Figura 115) en donde podemos observar qué
mediador de las vias canoénicas y no candnicas del eje IFN-I/IFNAR fueron fosforilados
en cada tipo celular y la “magnitud de la respuesta” en los individuos con T21 y controles

relativizados a los valores observados para cada molécula en condiciones basales.

Estos resultados coinciden con la nocién de que, mientras que STAT1 es el factor
de transcripcién canoénico que se encuentra bajo la sefalizacién de los IFN-I, STAT4
desempenfa funciones mas restringidas, como la induccién de la expresion de GZMB en
las células T tras la estimulacion con IFN (Gil et al., 2012; Newby et al., 2017; Suarez-
Ramirez, Tarrio, Kim, Demers, & Biron, 2014), lo cual concuerda con el aumento de la
expresion de GZMB observada consistentemente en los subconjuntos de células T

CD8+ mediante citometria de flujo (Figura | 4A).
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Figura Il 5: La estimulacion con IFN-a amplifica la sefalizacién canonica y no canoénica
de IFN en células T CD8+, CD4+ Tconv y CD4+ Treg de adultos con Trisomia 21. La
tecnologia de citometria de masa de tiempo de vuelo (CyTOF) se utilizé para medir el estado
de fosforilacién de STAT1-6, ERK1/2 y 4E-BP1 en el compartimiento de células T en sangre
entera de individuos sin (D21) y con T21 (n=36, 18 con T21), luego de la incubacién
directamente ex vivo durante 30 minutos con (IFN-a+) o sin (basal) IFNa-2a (10,000 U/mL).
Los graficos radiales resumen la expresion de los fosfo-epitopes como media geométrica de
la intensidad del metal (gMMI) de los subconjuntos de A) células T CD8+, B) células CD4+
Tconv y C) células CD4+ Treg en las cuatro condiciones experimentales indicadas. Los
gréficos de puntos muestran datos sin procesar de todos los participantes para los fosfo-
epitopos indicados para cada célula. Los datos de los graficos de puntos en (A), (B) y (C) se
muestran como media + s.e.m con significancia determinada por el andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias con la prueba posterior de Sidak. * p <0.05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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En conjunto, estos resultados demuestran que la T21 tiene un alto impacto sobre
los diferentes subtipos de células T, ya que cada subtipo demostré una activacion basal
de la via de los IFN-I e incluso una hipersensibilidad importante a la estimulacion con
IFN-a.

EFECTO DE LOS IFN-I SOBRE LA FUNCIONALIDAD DE CELULAS T EN
INDIVIDUOS CON TRISOMIA 21

Teniendo en cuenta que individuos con SD poseen una sefializacion de IFN-I
amplificada en células T CD8+, CD4+ Tconv y CD4+ Treg, y con la finalidad de entender
mejor la funcién del eje IFN-I/IFNAR en la biologia de estas poblaciones celulares,
llevamos a cabo ensayos funcionales, donde purificamos estas poblaciones celulares
mediante cell sorting. Se purificaron las células T CD4+ Tconv y CD4+ Treg, de acuerdo
a su fenotipo CD4+ CD25low CD127high y CD4+ CD25high CD127low,
respectivamente. Por un lado, se realizd un ensayo de proliferacion para evaluar la
capacidad proliferativa de células CD4+ Tconv de individuos con T21 en presencia o
ausencia de IFN-a. Por otro lado, se realizé un ensayo de supresion con el objetivo de
evaluar la capacidad funcional de células CD4+ Treg de personas con SD en presencia
0 ausencia de IFN-a.

Determinamos que las células CD4+ Tconv de personas con o0 sin SD poseian
una menor capacidad proliferativa (frente a anti-CD3/CD28) en presencia de IFN-a
evidenciado por una disminucién en el indice de division (0,54 vs 1,01 en T21y 0,74 vs
1,03 en D21, p<0,0001) (Figura Il 6A). Para analizar si esta disminuciéon era mayor en
células de individuos con T21 realizamos una relacion del indice de division entre ambas
condiciones (presencia vs ausencia de IFN-a), y observamos que individuos con T21
presentaron una relacion significativamente menor en células CD4+ Tconv con respecto
a individuos sin T21 (0.5 vs 0,7, p<0,01) (Figura Il 6B), indicando que el IFN-a afecta en
mayor medida la capacidad proliferativa de células T CD4+ Tconv en individuos con
T21. Cabe destacar que al estudiar marcadores de activacion como la expresion de
CD25 y la produccién de IL-2, observamos que en presencia de IFN-q, las células T
CD4+ Tconv de individuos con y sin T21 presentaron un menor porcentaje de células
positivas para CD25, mientras que no se observaron diferencias significativas en la
frecuencia de células positivas para IL-2 (Figura Il 6C). Al realizar la relacién entre
células T CD4+ Tconv positivas para CD25 e IL-2 en presencia o ausencia de IFN-a no
se encontraron diferencias entre ambos individuos (Figura Il 6D). Por dltimo, evaluamos
si IFN-a ademas de alterar la capacidad proliferativa, tenia algun impacto sobre la
funcionalidad de estas células; no se observaron diferencias en la capacidad de producir

IFN-y luego de la estimulacion con IFN-a, pero si hubo un aumento significativo en la
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produccién de IL-10 y GzmB en ambos grupos de individuos (Figura Il 6E). Al calcular
la relacion entre células T CD4+ Tconv positivas para IFN-y, IL-10 y GzmB, nuevamente
no se encontraron diferencias entre ambos grupos de individuos (Figura Il 6F). En
conjunto, estos resultados nos indican que los IFN-I impactan sobre la activacion de las
células CD4+ Tconv de personas con SD, alterando su capacidad proliferativa de forma
mas pronunciada comparado con sus controles.
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Figura Il 6: La estimulacién con IFN-a disminuye la capacidad proliferativa de células T
CD4+ Tconv de forma mas pronunciada en individuos con T21 comparado con sus
controles. Células CD4+ Tconv (CD4+ CD25low CD127high) de individuos sin (D21) y con
T21 fueron estimuladas con (IFN-a+) o sin (IFN-a-) IFNa-2a (10,000 U/mL). A) Histogramas
representativos que muestran la dilucién del colorante Violeta (panel izquierdo) e indice de
division (panel derecho) de la proliferacion de las células T CD4+ Tconv luego de ser
cultivadas 72h, en presencia de perlas anti-CD3/anti-CD28, estimuladas con o sin IFN-a (gris
oscuro y gris claro, respectivamente). B) Relacion del indice de division (ID) de células T
CD4+ Tconv de individuos sin (D21) y con T21 en presencia o ausencia de IFN-a. C)
Histogramas representativos (panel izquierdo) y frecuencia (panel derecho) de la expresion
de CD25 (panel superior) e IL-2 (panel inferior) en las células T CD4+ Tconv luego de ser
cultivadas 72h, en presencia de perlas anti-CD3/anti-CD28, estimuladas con o sin IFN-a (gris
oscuro y gris claro, respectivamente). D) Relacién de la frecuencia de expresion de CD25 e
IL-2 en las células T CD4+ Tconv de individuos sin (D21) y con T21 en presencia 0 ausencia
de IFN-a. E) Histogramas representativos (panel izquierdo) y frecuencia (panel derecho) de
la expresion de IFN-y (panel superior), IL-10 (panel intermedio) y GzmB (panel inferior) en las
células T CD4+ Tconv luego de ser cultivadas 72h, en presencia de perlas anti-CD3/anti-
CD28, estimuladas con o sin IFN-a (gris oscuro y gris claro, respectivamente). F) Relacion
de la frecuencia de expresion de IFN-y, IL-10 y GzmB en las células T CD4+ Tconv de
individuos sin (D21) y con T21 en presencia 0 ausencia de IFN-a. Los datos en (A), (C) y (E)
se muestran como media + s.e.m con significancia determinada por el andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias con la prueba posterior de Sidak, los datos en (B), (D) y (F) como media
+ s.e.m con significancia determinada por la prueba t no apareada. ns (no significativo), ** p
<0,01; **** p <0,0001.
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Posteriormente, quisimos evaluar si IFN-a alteraba la capacidad supresora de
las células T CD4+ Treg de individuos con T21, al igual que lo hace en personas tipicas
(Bacher et al., 2013) en un ensayo de supresion. De la misma manera que en el ensayo
de proliferacion, se sembraron células T CD4+ Tconv, en este caso provenientes de un
donante sano (HD), que fueron previamente marcadas con CellTracer Violet, en
presencia de perlas anti-CD3/CD28. Posteriormente, a las células respondedoras se le
sumaron las células T CD4+ Treg de individuos con y sin T21 estimuladas previamente
durante 24hs con o sin IFN-a. Las células Treg fueron sembradas en relaciones
diferentes (detallado en Materiales y Métodos). Cuando evaluamos la capacidad
supresora de las células Treg luego de 72hs de incubacion, determinamos que en
condiciones basales no hubo diferencias en los porcentajes de supresion entre ambos
cariotipos de células CD4+ Treg (68.8% vs 58.8%, p=ns) (Figura Il 7A). Sin embargo, la
incubacién previa con IFN-a produjo una disminucién significativa en la capacidad
supresora mediada por células CD4+ Treg de ambos cariotipos en la relaciéon 1:1 en
ambos individuos (54,0% vs 68,8 en T21, 51,9% vs 58,8% en D21, p<0,001 y p<0,05,
respectivamente) (Figura Il 7A). Es de destacar, que al realizar la relacion entre el
porcentaje de supresion mediado por células CD4+ Treg en presencia y ausencia de
IFN-a, no se encontraron diferencias en ningin grupo experimental (Figura Il 7B).
Cuando estudiamos marcadores de activacion y funcionales, al igual que en el ensayo
de proliferacion, en las células CD4+ Tconv se observé que individuos con T21
presentaban un mayor porcentaje de CD25 luego de que células CD4+ Treg fueron
estimuladas con IFN-a en la relacién Treg: Tconv 1:1, lo cual es un indicativo de mayor
activacion, sin observarse diferencias significativas en el porcentaje de IL-2, IFN-y, IL-
10 y GzmB (Figura Il 7C). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la
relacion entre células T CD4+ Tconv positivas para CD25, IL-2, IFN-y, IL-10 y GzmB, en
la relacién 1:1 con células Treg que fueron o no estimuladas con IFN-a (Figura Il 7D).

Estos resultados nos indican que IFN-a tiene la capacidad de modular la
capacidad supresora de células CD4+ Treg, independientemente de la presencia de una

copia extra de su receptor en el chr21.
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Figura Il 7: La estimulaciéon con IFN-a inhibe la capacidad supresora de las células T
CD4+ Treg de individuos con y sin Trisomia 21. Células CD4+ Treg (CD4+ CD25high
CD127low) de individuos con y sin SD fueron estimuladas con (IFN-a+) o sin (IFN-a-) IFNa-
2a (10,000 U/mL) durante 24 hs antes de cultivarlas en diferentes relaciones con células T
CD4+ Tconv (CD4+ CD25low CD127high) provenientes de un donante sano (HD) para
realizar un ensayo de supresion, donde las células fueron estimuladas con perlas anti-
CD3/CD28, y posteriormente se midi6 la proliferacién de células T CD4+ Tconv basandonos
en la dilucién del marcador de proliferacion Violeta. A) Porcentaje de Supresion mediado por
células CD4+ Treg de individuos sin (D21) y con T21 cultivadas en distintas relaciones
Treg:Tconv. Células CD4+ Treg fueron previamente estimuladas con o sin IFN-a (gris oscuro
y gris claro, respectivamente), y luego se cultivaron durante 3 dias en presencia de perlas
anti-CD3/ CD28. B) Relacién del porcentaje de supresion mediado por células CD4+ Treg de
individuos sin (D21) o con T21 en presencia o ausencia de IFN-a en la relacion 1:1 con células
T CD4+ Tconv provenientes de donantes sanos utilizadas como respondedoras. C)
Frecuencia de la expresion de CD25, IL-2, IFN-y, IL-10 y GzmB en las células T CD4+ Tconv
luego de ser cultivadas 72h junto con células T CD4+ Treg (relacién 1:1) de individuos sin
(D21) y con T21 en presencia o0 ausencia de IFN-a (gris oscuro y gris claro, respectivamente),
en presencia de perlas anti-CD3/anti-CD28. D) Relacion de la frecuencia de expresion de
CD25, IL-2, IFN-y, IL-10 y GzmB en las células T CD4+ Tconv de donante sano luego de ser
cultivadas 72h junto con células T CD4+ Treg (relacion 1:1) de individuos sin (D21) y con T21
en presencia o ausencia de IFN-a (se grafica mediatSEM. t-test de Student). Los datos en
(A) y (C) se muestran como media £+ s.e.m con significancia determinada por el analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias con la prueba posterior de Sidak, los datos en (B) y (D) como
media * s.e.m con significancia determinada por la prueba t no apareada. ns (no significativo),
* p<0,05: ** p <0,01; *** p <0,001.
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En general estos resultados indican que las células T provenientes de personas
con SD presentan un estado de activacion exacerbado. Asimismo, estas células T
poseen una amplificacion en la sefalizacion de IFN-I en condiciones basales y luego de
la estimulacion, muestran una hiperrespuesta a IFN-I. A su vez, IFN-a altera la
capacidad proliferativa y supresora de células T CD4+ Tconv y Treg, respectivamente e
independientemente de su cariotipo.
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Conclusiones parciales II:

» Personas con SD presentan células T con un estado de activacion exacerbado

el cual ocurre simultaneamente con una hiperactividad marcada de IFN.

* Individuos con SD poseen una mayor expresion de receptor IFNAR1 en todas

las subpoblaciones de células T.

* Personas con SD presentan una amplificacion en la sefalizacion de IFN-I en
células T CD8+, CD4+ Tconv y CD4+ Treg circulantes en condiciones basales y
una hiperrespuesta luego de la estimulacion con IFN-a.

® IFN-I disminuye la capacidad proliferativa de células T CD4+ Tconv de individuos
con SD aldn mas que a sus controles euploides.

* IFN-I inhibe la capacidad supresora mediada por células CD4+ Treg de igual

manera en individuos con y sin T21.
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DISCUSION

IMPACTO DE LA TRISOMIA 21 EN EL SISTEMA INMUNOLOGICO

El impacto clinico de la T21 en la poblacién con SD es altamente variable, con
un gran niumero de anomalias en el sistema inmunolégico en esta poblacion. A pesar
de mucho esfuerzo y numerosos trabajos de investigacion en esta area, poco se sabe
acerca de los mecanismos mediante los cuales la T21 causa las diversas alteraciones
inmunolégicas previamente reportadas en personas con SD. Incluso muchos informes
apoyan conclusiones contradictorias. En general, muchos de estos estudios fueron
realizados entre individuos con SD institucionalizados comparados con personas de la
poblacion general, los cuales brindan resultados poco comparables y confiables
(Agarwal et al., 1970; Burgio et al., 1975; Luigi Maria Larocca et al., 1988; Montagna et
al., 1988; Marianne Murphy & Epstein, 1992; Nurmi, Huttunen, et al., 1982; Nurmi,
Leinonen, Haiva, Tiilikainen, & Kouvalainen, 1982). La situacion se vuelve alin mas
compleja cuando se desea investigar el sistema inmunoldgico de personas adultas, ya
que se vuelve mas dificil analizar los efectos directos de la presencia de una copia extra
del chr21 en comparacién con las variables ambientales, del entorno y estilo de vida que
cada una de estas personas posee a lo largo de toda su vida.

Un impacto obvio de la T21 que genera alteraciones en las subpoblaciones de
linfocitos en nifios con SD, ha sido atribuido a alteraciones en la arquitectura timica
evidente en nifios recién nacidos y a la involucion acelerada y la atrofia del timo, que sin
duda afectan el desarrollo temprano del compartimiento de células T periféricas
(Bloemers et al., 2011; Bloemers, Bleek, Kimpen, & Bont, 2010; Kusters et al., 2009;
Ram & Chinen, 2011). Estos reportes concuerdan en que el perfil inmunolégico de
personas con SD se asemeja al previamente descripto en personas con edad avanzada,
donde se observan alteraciones en la distribucion de los subconjuntos de células T
virgenes con respecto a las células T efectoras y de memoria (probablemente debido a
la disminucién de la produccién y salida a la periferia de células del timo en la infancia
temprana), una relacién invertida de CD4+/CD8+ de etiologia desconocida y una
respuesta inmunoldgica disfuncional (Bloemers et al., 2011; Bloemers, Bleek, et al.,
2010; A. Y. Joshi, Abraham, Snyder, & Boyce, 2011). Nuestros hallazgos obtenidos
utilizando nuevas tecnologias y estrategias corroboran estos resultados. Por otro lado,
estas alteraciones pueden agravarse alin mas en nifios con reseccion quirargica parcial
o completa del timo (Appay, Sauce, & Prelog, 2010; Bloemers, Broers, et al., 2010;
Prelog et al., 2009; Sauce et al., 2009), situacion bastante comun en nifios o recién
nacidos con SD sometidos a cirugias cardiacas debido a usuales cardiopatias

congénitas. Es importante destacar, que la mayoria de los estudios reportados
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proporcionan informacién escasa sobre el estado previos a la timectomia para distinguir
los efectos directos de la T21 con respecto a los de la timectomia. En nuestro caso,
algunos individuos se sometieron a una reseccion del timo durante una cirugia cardiaca
correctiva de defectos cardiacos congénitos en la nifiez, pero el analisis de subgrupos
de individuos no timectomizados indicé que la mayoria de las observaciones fueron
independientes de la reseccion quirdrgica del timo.

Debido a que poco se sabe acerca de las caracteristicas y la funcién del
compartimiento de células T en adultos plenamente desarrollados con SD, enfocamos
nuestro trabajo de tesis en el estudio del compartimiento de células T en esta poblacion.
Esto se debe al notable aumento en la esperanza de vida de las personas con SD, que
casi se ha triplicado en las Ultimas cuatro décadas (Alexander et al., 2016). Ademas, un
aspecto sumamente interesante a evaluar es porqué las personas con SD padecen un
espectro de enfermedades diferente en relacién con la poblacién adulta tipica, incluida
la menor susceptibilidad a desarrollar tumores malignos sélidos (Hasle et al., 2016) y
una mayor prevalencia de trastornos autoinmunes (Anwar et al., 1998; Hartley et al.,
2014; Ivarsson et al., 1997; Kinik et al., 2006; Madan et al., 2006; Marild et al., 2013;
Schepis et al., 2002). Nos hemos focalizado en la identificacion fenotipica y funcional de
células T CD8+, CD4+ Tconv y CD4+ Treg, para poder establecer relaciones de causa-
efecto entre alteraciones inmunolégicas especificas y las diversas manifestaciones

clinicas de las personas con SD.

LA TRISOMIA 21 IMPACTA EN LA DISTRIBUCION Y ACTIVACION DE CELULAS T
CD8+

Al centrar nuestro estudio en el compartimiento de células T en personas con
SD, pudimos determinar, como ya se ha demostrado en otros trabajos previos, que
personas con SD poseen una mayor frecuencia de células T CD8+.
Complementariamente, nuestros resultados demuestran que adultos con SD tienen un
mayor numero de células T CD8+, lo que conlleva a una disminucién en la relacién
CD4+/CD8+. El aumento en las células T CD8+ se correlaciona positivamente con el
aumento en la frecuencia y el nimero de células CD4+ Treg. Este fendbmeno es similar
al observado en condiciones inflamatorias crénicas, como es el caso de vitiligo, en
donde se ha reportado un mayor numero de células CD8+ CTL, en paralelo a un mayor
namero de células Treg, siendo la capacidad supresora de las mismas menor en estos
pacientes (Lili et al., 2012). Algo similar sucede en pacientes con artritis idiopatica juvenil
donde células Treg son ineficientes en ejercer su funcion supresora, debido a la
resistencia de las células efectoras a ser suprimidas (Wehrens et al., 2011). A su vez,

en modelos murinos de inflamacion cronica se observa una gran expansion de células
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T CD8+ hiperactivadas y una restriccion en la actividad de células Treg Foxp3+ (Gao et
al., 2015; Kanangat et al., 1996; Lili et al., 2012; Petrelli et al., 2018; Wehrens et al.,
2011). Esto sugiere que el aumento de ambas poblaciones podria deberse a una
hiperactivacion de la funcién de las células efectoras o una pérdida de la funcién de
células CD4+ Treg.

Ademas, al analizar la distribucion de estos linfocitos T CD8+ en personas con
SD observamos un enriquecimiento de células TEMRA, acompafiado por una
disminucion de células virgenes comparado con sus controles tipicos, lo cual es un
rasgo patognomonico de los procesos inmunes crénicos, por ejemplo, infecciones
virales crénicas y cancer (Mahnke et al., 2013; Thome et al., 2014). A su vez, cuando
evaluamos el fenotipo de las células T CD8+ en estos individuos determinamos que son
altamente funcionales debido a un aumento en la frecuencia de células positivas para
moléculas efectoras como GZMB (enzima proteolitica capaz de inducir la lisis de células
blanco), IFN-y y TNF, y tienen una mayor capacidad proliferativa que los controles
tipicos, luego de la estimulaciéon policlonal. También, observamos signos obvios de
polifuncionalidad, con un incremento de células T CD8+ que expresaban de manera
simultdnea varias moléculas efectoras (es decir, GZMB, IFN-y, TNF) comparado con
controles tipicos. Asimismo, células T CD8+ de personas con SD también coexpresan
mas de un receptor inhibitorio (PD-1, TIGIT y BTLA) en su superficie, lo cual podria ser
un signo de agotamiento. Sin embargo, dado la capacidad de proliferar y de producir
moléculas efectoras, consideramos que la expresion de receptores inhibitorios es una
consecuencia mas de la hiperactivacion y no de agotamiento de estas células. Ademas,
estos individuos poseen una mayor frecuencia de células T CD8+ con marcadores de
senescencia como KLRG-1 y CD57 comparado con sus controles tipicos. Por altimo,
exploramos la expresion de los factores de transcripcién T-bet y EOMES en las células
T CD8+ en personas con T21, dos factores de transcripcion que participan durante la
diferenciacién de células T efectoras, y que se expresan de forma diferente en células
T senescentes y exhaustas (Buggert et al., 2014; Dolfi et al., 2013; Intlekofer et al., 2007,
McLane et al., 2013). Determinamos que las células T CD8+ en personas con T21
presentan un aumento en la relacién T-bet/EOMES. Estos resultados indican que los
individuos con SD poseen células T CD8+ con un fenotipo efector hiperactivado,
funcional, y ademéas de las caracteristicas de envejecimiento prematuro reportadas
previamente en nifilos, nuestro trabajo demuestra que el compartimiento de células T
CD8+ de personas con SD comparte caracteristicas observadas tanto en condiciones
autoinmunes / autoinflamatorias (Blanco, Pitard, & Taupin, 2005; Kis-Toth et al., 2017,
Lili et al., 2012; Ortega et al., 2009; Pinkse et al., 2005; Xing et al., 2014); como asi

también en infecciones virales persistentes, como el VIH y el Citomegalovirus (CMV), y
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otras patologias en las que el IFN-I esta activado crénicamente (Ballegaard et al., 2018;
Dolfi et al., 2013; Serrano-villar et al., 2014; Xing et al., 2014). En la actualidad, se ha
demostrado que la sefializacion de IFN-I desempefia un rol dual en las infecciones
virales crénicas: ya que puede aumentar el control inicial de la replicacion viral que
implica la activacién de la respuesta de las células T CD8+ controla la expresion de
mecanismos inhibitorios, tales como PD-1/PD-L1 e IL-10 que conducirian a la
diferenciacion de las células T hacia un estado de agotamiento y a la persistencia viral
(Dikopoulos et al., 2005; Snell & Brooks, 2015; Stewart et al., 2013; Y. Wang et al.,
2012). Ademas, se ha demostrado que IFN-a inhibe la actividad de la telomerasa en
células T CD8+ en humanos mediante mecanismos transcripcionales y
postraduccionales. A su vez, acelera la diferenciacion de esta poblacion, promoviendo
asi la acumulacion de células T CD8+ CD27- CD28- altamente
diferenciadas/senescentes durante el envejecimiento e infecciones virales persistentes
(Das et al., 2008; Khan et al., 2002; Lanna et al., 2013; Wills et al., 2002). Por otra parte,
en algunos modelos de cancer, se ha demostrado que la induccion de IFN tipo I, es
crucial para el “cross priming” de los linfocitos T CD8+, ya que IFN- es sensado por
células CD11c+ muy temprano después de la implantacion del tumor y esta primera ola
de IFN-B es importante para el control del desarrollo tumoral (Diamond et al., 2011;
Fuertes et al.,, 2011). A su vez, la administracion intratumoral de Polyadenylic -
polyuridylic acid (Poli A:U), ligando de TLR3 que induce IFN-I, promueve una respuesta
antitumoral, con una mayor frecuencia y nimero de células T CD8+ GzmB+, asociada
con un incremento en la expresion de PD-1/PDL-1 (Nocera et al., 2016; Roselli et al.,
2019). Estos resultados junto con nuestros hallazgos nos permiten hipotetizar que
individuos con T21 podrian desarrollar una respuesta antitumoral natural, y prevenir el
desarrollo de tumores sélidos.

Por lo tanto, el fenotipo observado en las células T CD8+ en adultos con SD es
totalmente compatible con situaciones con hiperactividad de IFN-I crénica. Es de
destacar que en algunos contextos autoinmunes la induccién de agotamiento celular
puede ser beneficioso (Gangaplara et al., 2018; Mckinney, Lee, Jayne, Lyons, & Smith,
2015) y este equilibrio entre la expresién de marcadores funcionales, inhibitorios y
senescentes en un contexto de hiperactivacion general en las células T CD8+,
probablemente desempefie un papel importante en el estado de salud de estos

individuos.
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LA TRISOMIA 21 IMPACTA EN LA DISTRIBUCION Y ACTIVACION DE CELULAS T
CD4+

Una vez caracterizadas las células T CD8+ en personas con SD, y al haber
identificado alteraciones en la relacion CD4+/CD8+ en estos individuos, decidimos
enfocar nuestros estudios en las células T CD4+. Como era de esperar, debido a un
aumento en la frecuencia y en el nimero de las células T CD8+ en personas con SD,
estos individuos presentan una disminucion en la frecuencia de células T CD4+,
mientras que el numero de las mismas no se vio afectado con respecto a los controles
tipicos, indicando posibles alteraciones en la homeostasis de células T.

Dado que las células T CD4+ son una poblacion de linfocitos muy diversa,
normalmente se las clasifica como células Tconv y Treg, las células Tconv tienen una
gran capacidad de controlar la respuesta inmune adaptativa contra patégenos y células
transformadas activando a otras células efectoras, mientras que las células Treg se las
define como encargadas de suprimir las actividades potencialmente perjudiciales de las
células T efectoras (Fontenot et al., 2003; Hori, 2011; Vignali et al., 2008). Pudimos
determinar que personas con SD poseen una disminucién en la frecuencia de células
CD4+ Tconv, acompafado por un aumento en el porcentaje de células CD4+ Treg
comparado con controles tipicos. También identificamos un aumento en el nimero de
células CD4+ Treg, pero sin ver cambios en el nimero de las células Tconv, reflejando
nuevamente una alteracion en la homeostasis del compartimiento de células T. De
hecho, al analizar la distribucién de los linfocitos CD4+ Tconv y Treg en personas con
SD determinamos, de manera similar a lo observado en las células T CD8+, un
incremento de células Tconv de memoria y una disminucién de células Tconv virgenes,
mientras que la distribucién de células Treg no se veia afectada con respecto a sus
controles, fenotipo que también puede asociarse a los procesos inmunes cronicos
previamente nombrados en la seccién anterior.

Hasta el momento, estudios basados en la caracterizacion del estado de
activacion y polarizacion de las células CD4+ Tconv en individuos con SD han llevado a
conclusiones contradictorias. Algunos reportes en nifios con SD demuestran una
disminucion en la expresion génica de IL-17A en los glébulos blancos y una reduccion
significativa de células Thl7. Cabe aclarar que esta disminucion se observo
principalmente en los niveles de ARNm de IL-17A en glébulos blancos totales, en donde
la fuente de IL-17A puede provenir de muchos otros tipos celulares ademas de los
linfocitos T CD4+, objetos de nuestro estudio. Otros trabajos obtienen resultados mas
similares a los nuestros, indicando que individuos con T21 presentan una relacion
TH1/Th2 incrementada, siendo mayores los porcentajes de células Thl y Thl7 con

respecto a sus controles (Jakubiuk-tomaszuk et al., 2015; Schoch et al., 2017). En este

Paula Araya 96



Capitulo 4 Discusion

trabajo de tesis al estudiar el fenotipo de las células CD4+ Tconv en personas con SD
determinamos un aumento en la frecuencia de células positivas para moléculas
coestimulatorias y de diferenciacion de células T como lo son GITR, ICOS y CD39,
comparado con sus controles tipicos. Asimismo, observamos una disminucién en el
porcentaje de células CD4+ Tconv positivas para PD-1 acompafiado por un aumento en
la frecuencia de células positivas para TIGIT, ambos receptores inhibitorios que suelen
expresarse en varios subconjuntos de células T activadas contrarrestando su funcion
efectora. A su vez, determinamos que personas con SD exhiben un aumento en la
proporcion de células CD4+ Tconv positivas para IL-17A, luego de la estimulacion
policlonal; y también observamos niveles mas altos de IL-17A circulante en plasma en
comparacion con los controles euploides. Este fenotipo est4 asociado a un estado de
activacion exacerbado posiblemente polarizado hacia un perfil Th17. En la actualidad,
el rol de las células que expresan IL-17 en la patogenia de la enfermedades inflamatorias
y autoinmunes es bien conocido, particularmente en las enfermedades autoinmunes
caracterizadas por altos niveles de sefalizacion de IFN-I, como en Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) y la dermatomiositis (Ambrosi, Espinosa, & Wahren-herlenius, 2012).
Ademas, se ha planteado la hipétesis de que cuando los IFN-I actian en conjunto con
la IL-17 pueden sostener y amplificar las respuestas autoinmunes e inflamatorias
(Ambrosi et al., 2012; Axtell, Raman, & Steinman, 2011a, 2011b; Pawaria et al., 2019),
lo que los convierte en una combinacion peligrosa en la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes. Esto podria explicar el aumento en la incidencia de
enfermedades autoinmunes observadas en personas con T21 (Anwar et al., 1998;
Ivarsson et al., 1997; Kinik et al., 2006; Lavigne et al., 2017; Madan et al., 2006; Marild
et al., 2013; Schepis et al., 2002).

Por otro lado, como mencionamos anteriormente, nuestros hallazgos
demostraron que personas con SD poseen un mayor nimero de células CD4+ Treg, y
a pesar de que no se encontraron cambios en las subpoblaciones de células CD4+ Treg,
determinamos que personas con T21 poseen células CD4+ Treg efectoras con niveles
mas altos de expresion de Foxp3 comparado con sus controles tipicos, sin detectar otros
cambios en el fenotipo de esta poblacion. Es de destacar, que al evaluar los perfiles de
expresion génica de las células CD4+ Treg en personas con T21, obtuvimos resultados
similares, donde el transcriptoma solo se veia afectado por la presencia de una copia
extra del chr21 y los genes codificados en €l comparado con sus controles euploides.
En otras palabras, las células CD4+ Tregs en personas con SD no exhiben diferencias
significativas en la expresion de genes asociados con la firma molecular de la Treg con
respecto a los controles euploides, por lo que podemos concluir que la T21 no genera

cambios fenotipicos en la poblacion de células CD4+ Treg. Es interesante recalcar, que
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cuando evaluamos la funcionalidad de esta poblacibn mediante la realizaciéon de
ensayos de supresion de criss-cross, las células CD4+ Treg trisomicas eran
perfectamente capaces de suprimir las células CD8+ y CD4+ Tconv de ambos origenes,
del mismo modo que lo hacen las células T CD4+ Treg disbmicas. Sin embargo, tanto
las células efectoras CD8+ T como CD4+ Tconv de personas con SD fueron resistentes
a la supresion mediada por Treg, independientemente del cariotipo de la célula Treg
utilizadas en el ensayo de supresion. Este mismo fenébmeno ha sido descripto en
diferentes enfermedades autoinmunes como la diabetes tipo | (Ihantola et al., 2018;
Lawson et al., 2008), LES (Venigalla et al., 2008), enfermedad del ojo seco (Venigalla
et al., 2008) e incluso durante algunas enfermedades infecciosas cronicas (por ejemplo,
tuberculosis) (Venigalla et al., 2008). Los mecanismos que conducen a la resistencia de
la supresién de las células T efectoras en SD son desconocidos, pero son claramente
dignos de una investigacion futura. Es importante destacar, como ha sido demostrado
gue la exposicion continua a varias citocinas que se encuentran elevadas en personas
con SD, como IL-6 y TNF (Sullivan et al., 2017), promueven la resistencia de las células
T a la supresion mediada por células Treg (Mercadante & Lorenz, 2016). A su vez, la
fosforilacion de STAT3 inducida por sefalizacion a través del TCR, o mediante la
sefalizacién de IL-6 y TNF, y la consiguiente activacion de la via AKT, parecen mediar
estos efectos (Goodman, Young, McCormick, Cooper, & Levine, 2015; Ihantola et al.,
2018; Wehrens et al., 2011). Este podria ser el caso en personas con SD, que exhiben
niveles mas altos de IL-6, TNF y otras citocinas inflamatorias en plasma, como se ha
reportado en las interferonopatias monogénicas de Tipo | y otras afecciones
autoinflamatorias (Boniface et al., 2007; Rostami et al., 2012; Szodoray, Alex, Brun,
Centola, & Jonsson, 2004; Takanohashi et al., 2013). Ademas, las células efectoras
CD8+ y CD4+ Tconv de personas con SD tienen una mayor tasa de proliferacion tras la
estimulacion con anti-CD3/CD28 en comparacion con los controles tipicos y producen
mayores niveles de moléculas efectoras, como GZMB, IFN-y y TNF, lo que podria
explicar esta resistencia de las células T efectoras a ser suprimida por mecanismos de
control fisiologicos mediados por las células CD4+ Treg. Nuestros resultados indican
que las células efectoras son refractarias a la supresion, posiblemente debido a la
hiperrespuesta generada al activarse. Esto se condice con los resultados de ARNseq
de los leucocitos totales, que revelaron firmas de expresion génica consistentes con un

aumento en la activacion de las vias de sefializacién de CD3 y CD28.

LA TRISOMIA 21 AMPLIFICA LA SENALIZACION DE INTERFERONES TIPO |
Dado a que nuestros resultados, sefialan al IFN-I como uno de los causantes de

generar las alteraciones observadas en la homeostasis de células T en personas con
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SD, nos centramos en estudiar las vias de sefializacion desreguladas por la T21, A
través del andlisis del ARNseq de leucocitos totales y células T, observamos que la T21
conduce a una activacion consistente de la sefializacion de IFN-I. A su vez, el andlisis
de ARNSseq revel6 una correlacion positiva entre el score de la via de sefializacion de
IFN, con el score de las vias de sefializacion de CD3/CD28 y la expresion de T-bet y
EOMES. Se ha demostrado que el IFN-a potencia la expresion de IFN-y e IL-10 inducida
mediante la activacion del TCR en células T CD4+ CD45RA+ en cultivos de sangre
entera (Corre et al., 2013). A su vez los IFN-I son necesarios para generar una respuesta
de células T CD4+ funcionales, debido a que ratones IFNAR-/- tienen respuestas
primarias defectuosas a los estimulos combinados de polyinosinic:polycytidylic acid
(poly I:C) y CD40 (Kurche, Haluszczak, McWilliams, Sanchez, & Kedl, 2012). Es por
esto, que nuestros resultados indican que una hiperrespuesta de IFN-I podria inducir
una mayor activacién de las células T en personas con SD.

La activacion de la sefalizacion de IFN en las células de personas con T21
podria explicarse por el hecho de que cuatro de los seis receptores de toda la familia de
IFN, IFNAR1, IFNAR2, IFNGR2 e IL10RB (subunidades de los receptores para cada
clase de IFN-I, -l y -1lI), se encuentran codificados en el chr21. Al evaluar la expresion
de la proteina de superficie IFNAR1 por CyTOF, observamos una clara sobreexpresion
del receptor en el compartimiento de las células T en personas con T21, como asi una
hiperreactividad a la estimulacion con IFN-a en los tres subconjuntos de células T
(CD8+, CD4+ Tconv y Treg) comparado con sus controles tipicos, lo que podria tener
un gran impacto en la conformacion del compartimiento de células T en estos individuos.
A su vez, nuestros hallazgos indican que ya basalmente las distintas subpoblaciones de
células T presentan activadas las vias de IFN-I.

Se ha reportado que los niflos con SD, en edades muy tempranas sufren
infecciones como el virus sincitial respiratorio (VSR) y la neumonia pulmonar (Ram &
Chinen, 2011), debido a la disminucién en el output de células T desde timo. Esto podria
generar una induccion y posteriormente una estimulacién no enteramente controlada de
IFN-I. Otro desencadenante alternativo de la respuesta de IFN-I en estos individuos que
presentan altos niveles basales de IFN, podria ser la microbiota, la cual es importante
para controlar la funcién inmunitaria de nuestro organismo (Abt et al., 2012). Es probable
que estos estimulos provoquen una respuesta de IFN-I que se exacerba a través del
aumento de los niveles de receptores de IFNAR en las células inmunes, promoviendo
el estado de hiperactivacion observado y haciendo que las células T efectoras sean
dificiles de restringir por mecanismos fisiolégicos como la supresion mediada por Treg.

Cabe destacar, que al evaluar la funcion del eje IFN-I / IFNAR en la biologia de

las células T en personas con SD, determinamos que IFN-a disminuye la capacidad
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proliferativa de células CD4+ Tconv, y genera un notable incremento en la produccion
de IL-10 y GzmB comparado con sus controles euploides. A su vez, disminuye la funcion
supresora de células CD4+ Treg, de manera similar a reportes que han demostrado este
mismo fendmeno en controles tipicos (Gangaplara et al., 2018; Gigante et al., 2008;
Pace et al., 2010; Pacella et al., 2016). El efecto regulador de la actividad supresora de
las células Treg ha sido atribuido a la capacidad del IFN-a de disminuir el nivel de CAMP
intracelular, por activar la fosfodiesterasa 4 a través de MEK / ERK (PDE4) (Bacher et
al., 2013), disminuyendo asi la funcién supresora de células Treg humanas. Por lo que,
en personas con SD las concentraciones elevadas de IFN-a modularian la respuesta de
las células Treg, disminuyendo su funcién supresora, lo que promoveria aun mas el
desarrollo de condiciones autoinmunes. Es por esto que es de suma importancia
continuar con esta investigacion para comprender el rol del aumento de las respuestas
de IFN-I en la T21 para proporcionar nuevas herramientas para promover la salud de
las personas con SD.

Por lo tanto, podemos concluir que nuestros resultados nos permitieron reforzar
la hip6tesis de que la inhibicién de la sefalizacién de IFN podria ser una estrategia
terapéutica en personas con SD, particularmente para aquellas que poseen condiciones
autoinmunes mediadas por células T, las cuales son altamente frecuentes en esta
poblacion. La sefializacion de IFN-I puede inhibirse mediante varias estrategias,
incluyendo los inhibidores de moléculas pequefias de las quinasas JAK que estan
aprobadas para el tratamiento de afecciones autoinmunes como la artritis reumatoide
(Schwartz et al., 2017). Recientemente, nuestros colaboradores han informado los
beneficios profundos del inhibidor de JAK1-3, el citrato de tofacitinib (Xeljanz®) para el
tratamiento de la alopecia areata en individuos con SD (comunicacion personal del Dr.
Joaquin Espinosa). Se sabe que alopecia areata es inducida por una respuesta de
células T CD8+ exacerbada que ataca el foliculo piloso (Xing et al., 2014). Nuestros
resultados demuestran que el estado hiperactivo del subconjunto de células T CD8+
podrian explicar su mayor prevalencia en personas con SD. Es sumamente alentador el
hecho de que un paciente con SD que padecia alopecia areata y que concurria al Linda
Crnic inici6 tratamiento con tofacitinib durante casi cuatro afios sin efectos secundarios,
y experimentd un nuevo crecimiento del cabello en areas del cuero cabelludo que fueron
resistentes a otros tratamientos durante mas de 15 afios. Creemos que estos resultados
justifican una investigacion exhaustiva de los posibles beneficios terapéuticos
multidimensionales de las estrategias anti-IFN-I en personas con SD y que ademas
podrian arrojar luz sobre mecanismos etiopatogénicos de muchas enfermedades que

también afectan a la poblacion tipica.
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OBSERVACIONES FINALES

En este trabajo de tesis hemos descripto el impacto de la Trisomia 21 sobre el
compartimiento de células T periféricas. Al caracterizar exhaustivamente y con
tecnologia multidimensional el compartimiento de células T periféricas en individuos
adultos con SD, hemos identificado multiples alteraciones que pueden explicar su alta
susceptibilidad a desarrollar enfermedades autoinmunes, como un fenotipo efector
hiperactivado en las células T CD8+, acompafnado por un perfil Th17 en las células
CD4+ Tconv, lo cual genera resistencia a la supresion mediada por células CD4+ Treg.

Por otro lado, determinamos una sobreexpresion de la subunidad IFNAR1 en el
compartimiento de células T de personas con SD y luego de la estimulacién con IFN-a
identificamos una superinduccion de la sefializacion de JAK/STAT; esto se correlacioné
positivamente con una fuerte activacion de las células T en estos individuos.

En conjunto, estos resultados revelan nuevos aspectos del sistema inmunoldgico
de los adultos con T21, ademas de asemejarse a la inmunosenescencia hecho ya
descripto hace muchos afos; las mdultiples alteraciones y los cambios en la distribucién
de células T observadas se asimilan a aspectos observados en las infecciones virales
cronicas y en afecciones autoinmunes, en donde la hipersensibilidad marcada al IFN-I
pareciera jugar un rol funcional. Nuestros resultados profundizan la comprension de los
mecanismos inmunoldgicos subyacentes en las diversas patologias prevalentes en los
individuos con SD, principalmente las enfermedades autoinmunes, como asi también
nos permiten proponer nuevas hipotesis para explicar la baja susceptibilidad al
desarrollo de tumores sélidos en estos individuos. Todos estos datos abren nuevas vias
de investigacion para la mejor comprension de estas patologias que adolecen tanto la
poblacion con SD como las personas tipicas y proporcionan el sustento para la
investigacion y desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas anti-IFN-I en personas con
SD.
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Resumen gréfico: Impacto de la trisomia 21 sobre el compartimiento de células T
circulantes. Panorama de las alteraciones en el compartimiento de células T generadas por
la Trisomia 21, los cuales pueden explicar su alta susceptibilidad a desarrollar ciertas
enfermedades.
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Capitulo 5 Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS
Para la preparacion del medio de cultivo completo se utiliz6 medio de cultivo
RPMI 1640, penicilina/steptavidina, sodio piruvato, MEM aminoacidos no esenciales de
marca Corning (Fisher, US), mientras que La L-glutamina (Glutamax) y el suero fetal

bovino (inactivado por calor) fueron provistos por Gibco (Thermo Fisher, US).

Para el buffer FACS (fluorescence-activated cell sorter) utilizamos PBS 1x y
HEPES (GIBCO, Thermo Fisher, US), agua destilada ultra pura libre de DNasa/ARNasa
y EDTA (0,5M) pH=8 de marca Invitrogen (Thermo Fisher, US) y penicilina/steptavidina.

Para realizar la purificacion de células de sangre periférica y los ensayos in vitro
se utilizé buffer de lisis (BD Pharm Lyse, BD Biosciences, US) y Ficoll Hypaque (GE
healthcare, US). Para procesar las muestras para realizar CyTOF se utilizé Agua MilliQ
con bajo contenido en metales, buffer de lisis 1X Phosflow Lyseffix buffer (BD
Biosciences, US), buffer de tincidn celular Cell saining buffer de Maxpar (Fluidigm, US)
y medio de congelacién para criopreservar las células CryoStor CS10 (STEM CELL

technologies).

El azul de tripan, la albumina sérica bovina, los ésteres de forbol (PMA) vy la
ionomicina fueron comprados en Sigma-Aldrich Chemical Co (US). El cocktail inhibidor
del transporte de proteina se compré en eBioscience (US), mientras que el

recombinante humano de IFN-a utilizada proviene de PBL Assay Science (US).

Los buffers Foxp3/Trascription Fctor Fixation/Permeabilization Concentrate and
Diluent, y también, el buffer Permeabilization buffer concentrate (FOXP3 Staining Buffer

Set) fueron adquiridos en la empresa eBioscience (Thermo Fisher, US).

MUESTRAS CLINICAS

Todos los donantes se inscribieron en un protocolo de estudio aprobado por la
Junta de Revision Institucional Mdltiple de Colorado, conocido como Proyecto Trisomia
humano del Instituto Crnic (Crnic Institute’s Human Tirsome Project, COMIRB # 15-
2170, www.trisome.org). Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los
padres o tutores de cada participante, y se obtuvo el consentimiento de los participantes
mayores de 7 afios que tenian capacidad cognitiva para aprobar. Todos los
procedimientos fueron realizaron de acuerdo con las directrices y regulaciones de
COMIRB.
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Todas las muestras fueron recolectadas a través del protocolo del Proyecto
Trisomia Humano y se utilizaron adultos sanos para evitar cualquier observacién que
pudiera derivarse de defectos tempranos en el desarrollo del sistema inmune. Para las
muestras de sangre de 9 individuos con SD y 14 controles (Cohorte 1), 12 individuos
con SD y 19 controles (Cohorte 2) y 10 individuos con SD y 10 controles (Cohorte 3),
las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se obtuvieron de sangre
periférica humana a partir de muestras de sangre recién extraidas mediante
centrifugacion en gradiente de densidad (Ficoll-Paque PLUS; GE Healthcare). Las
subpoblaciones de linfocitos se aislaron utilizando un cell sorter MoFlo XDP 70
(Beckman Coulter). La pureza de las células aisladas fue siempre >95%. Ademas, en
las muestras de sangre de 29 individuos con SD y 29 controles (Cohorte 4), 10 individuos
con SD y 9 controles (Cohorte 5), los componentes de sangre fueron separados a partir
de una centrifugacion y el plasma de las distintas muestras fue congelado a -80°C, para
posteriormente medir los niveles de proteinas, en estas mismas muestras las células
totales fueron purificadas mediante buffer de lisis para realizar el ARNseq y evaluar su
transcriptoma, respectivamente. Por ultimo, las muestras de sangre de 8 individuos con
SD y 8 controles (Cohorte 6), fueron estimuladas ex vivo y posteriormente se realizo la
fijacion de las células y lisis de los globulos rojos con un buffer de lisis especial para
CyTOF. La informacién de las cohortes se encuentra en las tablas 1-5.

Tabla 1. Cohortes 1-2 empleadas para la caracterizacion del compartimiento de células
T, Figuras | 1-9.

Cohorte 1 Cohorte 2

D21 T21 D21 T21
Caracteristicas clinicas y (controles | (sindrome | (controles | (sindrome
demograficas tipicos), n | de Down), | tipicos), n | de Down),

=14 n=9 =14 n=12
A 33.1(23.8- | 26.4 (20.5- | 27.9 (20.1- | 28.3 (22.5-

Edad media-- Afios (Rango) 40.9) 38.1) 36) 34.7)

Género, namero (%)

Hombre 6 (42.9%) | 2(22.2%) | 4(28.6%) | 3 (25.0%)
Mujer 8 (57.1%) | 7 (77.8%) | 10 (71.4%) | 9 (75.0%)
Diagndstico oficial para sindrome de Down-- namero (%)

Trisomia completa del chr21 N/A 9 (100%) N/A 7 (58.3%)
Trisomia parcial del chr21 N/A 0 (0.0%) N/A 0 (0.0%)
Trisomia mosaico del chr21 N/A 0 (0.0%) N/A 0 (0.0%)
No especificado N/A 0 (0.0%) N/A 5 (41.7%)
Institucionalizado 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Historia médica-- nimero (%)

Obesidad (IMC >30) 0/14 (0.0%) | 2/9 (22.206) | .24 5/12

(14.3%) (41.7%)

Defectos congénitos del corazédn 5/12
(CHD) 0/14 (0.0%) | 4/9 (44.4%) | 0/14 (0.0%) (41.7%)
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(a?'éoppigg}gczemaareata'vimig:ermag;'s 0/14 (0.0%) | 1/9 (11.1%) | 1/14 (7.1%) | 1/12 (8.3%)
psoriasis)

Diabetes tipo | 1/14 (7.1%) | 0/9 (0.0%) | 1/14 (7.1%) | 0/12 (0.0%)
Enfermedad celiaca 0/14 (0.0%) | 2/9 (22.2%) | 1/14 (7.1%) | 1/12 (8.3%)
Enfermedad de Alzheimer 0/14 (0.0%) | 0/9 (0.0%) | 0/14 (0.0%) | 0/12 (0.0%)
Tuberculosis latente 0/14 (0.0%) | 0/9 (0.0%) | 0/14 (0.0%) | 0/12 (0.0%)
Antecedentes de leucemia o o o 2/12
linfoblastica aguda 0/14 (0.0%) | 0/9 (0.0%) | 0/14 (0.0%) (16.7%)
Disfuncion tiroidea  (hipo e o o o 8/12
hipertiroidea) 0/14 (0.0%) | 5/9 (55.6%) | 1/14 (7.1%) (66.7%)
Apnea obstructiva del suefio 0/14 (0.0%) | 2/9 (22.2%) | 0/14 (0.0%) (22%%@
"Uso de medicamentos "segun sea o o 5/14 2/12
necesario-- nimero (%) 9(64.3%) | 8 (88.9%) (35.7%) (16.7%)

Tabla 2. Cohorte 4 empleada para la determinacion de IL-17a en plasma, Figura | 9.

Caracteristicas clinicas y demograficas

D21 (Controles
tipicos), n = 20

T21 (sindrome
de Down), n=20

Edad media-- Afios (Rango)

28.9 (9.2-41.6)

27.5 (10.8-42.9)

Género, namero (%)

Hombre

12 (60.0%)

12 (60.0%)

Mujer

8 (40.0%)

8 (40.0%)

Diagndstico oficial para sindrome de Down-- namero (%)

Trisomia completa del chr21 N/A 16/20 (80.0%)
Trisomia parcial del chr21 N/A 0/29 (0.0%)
Trisomia mosaico del chr21 N/A 0/20 (0.0%)
No especificado N/A 4/20 (20.0%)

Institucionalizado

0/20 (0.0%)

0/20 (0.0%)

Historia médica-- nimero (%)

Obesidad (IMC >30)

0/20 (0.0%)

7/20 (35.0%)

Defectos congénitos del corazon (CHD)

0/20 (0.0%)

12/20 (60.0%)

Condiciones autoinmunes de la piel (alopecia areata,
dermatitis atopica/eczema, vitiligo and psoriasis)

0/20 (0.0%)

7/20 (35.0%)

Diabetes tipo |

2/20 (10.0%)

0/20 (0.0%)

Enfermedad celiaca

0/20 (0.0%)

5/20 (25.0%)

Enfermedad de Alzheimer

0/20 (0.0%)

2/20 (10.0%)

Tuberculosis latente

1/20 (5.0%)

0/20 (0.0%)

Antecedentes de leucemia linfoblastica aguda

0/20 (0.0%)

0/20 (0.0%)

Disfuncién tiroidea (hipo e hipertiroidea)

0/20 (0.0%)

16/20 (80.0%)

Apnea obstructiva del suefio

0/20 (0.0%)

11/20 (55.0%)

"Uso de medicamentos
nimero (%)

"segln sea necesario--

11/20 (55.0%)

16/20 (80.0%)
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Tabla 3. Cohorte 3 empleada para los ensayos de supresion cruzada, Figuras | 10-12.

Cohorte “Ensayo

Cohorte “Ensayo

autdlogo” Criss-Cross”

D21 T21 D21 T21
Caracteristicas clinicas y (controles | (sindrome | (controles | (sindrome
demograficas tipicos), n | de Down), | tipicos), | de Down),

=9 n=7 n=10 n=10
A 33.1(23.8- | 26.4 (20.5- | 27.4 (20.1- | 27.9 (22.5-

Edad media-- Afios (Rango) 40.9) 38.1) 32.8) 34.7)

Género, numero (%)

Hombre 5 (55.6%) | 2(28.6%) | 3(30.0%) | 3(30.0%)
Mujer 4 (44.4%) | 5(71.4%) | 7(70.0%) | 7 (70.0%)
Diagnéstico oficial para sindrome de Down-- niumero (%)

. . 5/10

0,
Trisomia completa del chr21 N/A 7 (100%) N/A (50.0%)
Trisomia parcial del chr21 N/A 0 (0.0%) N/A 0/10 (0.0%)
Trisomia mosaico del chr21 N/A 0 (0.0%) N/A 0/10 (0.0%)
- 5/10
0,
No especificado N/A 0 (0.0%) N/A (50.0%)
T . 0/10
0, 0, 0,
Institucionalizado 0 (0.0%) 0 (0.0%) (0.0%) 0/10 (0.0%)
Historia médica-- numero (%)
. 1/10 3/10
0, 0,
Obesidad (IMC >30) 0/9 (0.0%) | 2/7 (28.6%) (10.0%) (30.0%)
Defectos congénitos del corazén o o 0/10 4/10
(CHD) 0/9 (0.0%) | 4/7 (57.1%) (0.0%) (40.0%)
Condiciones autoinmunes de la piel 110 2/10
(alopecia areata, dermatitis | 0/9 (0.0%) | 1/7 (14.3%)
P o L (10.0%) (20.0%)
atépica/eczema, vitiligo and psoriasis)
1/14
Diabetes tipo | 1/9(11.1%) | 0/7 (0.0%) | (7.1%) | 0/12 (0.0%)
0/9 (0.0%) | 2/7 (28.6% L4 1/12 (8.3%
Enfermedad celiaca (0.0%) (28.6%) (7.1%) (8.3%)
. 0/14
Enfermedad de Alzheimer 0/19(0.0%) | 0/7 (0.0%) (0.0%) 0/12 (0.0%)
Tuberculosis latente 0/9 (0.0%) | 0/7 (0.0%) ((c))/(}c;t,) 0/12 (0.0%)
Antece,de_ntes de leucemia 0/14 0/7 (0.0%) 0/14 2/12
linfoblastica aguda (0.0%) (0.0%) (16.7%)
Disfuncion tiroidea (hipo e 0/14 o 1/14 8/12
hipertiroidea) ©0.0%) |27TTLA%) 7900 | (66.7%)
. o 0/14 0/14 3/12
Apnea obstructiva del suefio (0.0%) 2/7 (28.6%) (0.0%) (25.0%)
"Uso de medicamentos "segln sea o o 5/14 2/12
necesario-- nimero (%) 9 (100%) 7(100%) (35.7%) (16.7%)
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1-2

Tabla 4. Cohorte 5 empleada para el analisis de ARNseq de leucocitos totales, Figura Il

Caracteristicas clinicas y demograficas

D21 (controles
tipicos),n =9

T21 (sindrome
de Down), n=10

Edad media-- Afios (Rango) 25.8 (9.2-41.6) 25'2‘; (21)0'8'
Género, numero (%)

Hombre 5 (55.6%) 5 (50.0%)

Mujer 4 (44.4%) 5 (50.0%)

Diagndstico oficial para sindrome de D

own-- numero (%)

Trisomia completa del chr21 N/A 8/10 (80.0%)
Trisomia parcial del chr21 N/A
Trisomia mosaico del chr21 N/A
No especificado N/A 2/10 (20.0%)

Institucionalizado

0/9 (0.0%)

0/10 (0.0%)

Historio medica-- nimero (%)

Obesidad (IMC >30)

1/9 (11.1%)

3/10 (30.0%)

Defectos congénitos del corazén (CHD)

0/9 (0.0%)

4/10 (40.0%)

Condiciones autoinmunes de la piel (alopecia areata,
dermatitis atdpica/eczema, vitiligo and psoriasis)

0/9 (0.0%)

2/10 (20.0%)

Diabetes tipo |

1/9 (11.1%)

0/10 (0.0%)

Enfermedad celiaca

0/9 (0.0%)

0/10 (0.0%)

Enfermedad de Alzheimer

0/9 (0.0%)

0/10 (0.0%)

Tuberculosis latente

0/9 (0.0%)

0/10 (0.0%)

Antecedentes de leucemia linfoblastica aguda

0/9 (0.0%)

0/10 (0.0%)

Disfuncién tiroidea (hipo e hipertiroidea)

0/9 (0.0%)

7/10 (70.0%)

Apnea obstructiva del suefio

0/9 (0.0%)

5/10 (50.0%)

"Uso de medicamentos "segln sea necesario--
numero (%)

719 (77.8%)

8/10 (80.0%)

Figura Il 3-5.

Tabla 5. Cohorte 6 empleada para la caracterizacion de la sefializacion de IFN por CyTOF,

Caracteristicas clinicas y demograficas

D21 (controles
tipicos),n =8

T21 (sindrome
de Down), n=8

Edad media-- Afios (Rango)

25.5 (20.6-46.6)

28.1 (20.5-46.7)

Género, nimero (%)

Hombre

4/8 (50%)

3/8 (37.5%)

Mujer

418 (50%)

5/8 (62.5%)

Diagnéstico oficial para sindrome de Down-- nimero (%

)

Trisomia completa del chr21 N/A 6/8 (75%)

Trisomia parcial del chr21 N/A 0/8 (0%)

Trisomia mosaico del chr21 N/A 0/8 (0%)

No especificado N/A 2/8 (25%)

Institucionalizado 0/8 (0%) 0/8 (0%)
Historio medica-- nUmero (%)
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1/8 (12.5%)

3/8 (37.5%)

Defectos congénitos del corazén (CHD)

0/8 (0%)

418 (50%)

Condiciones autoinmunes de la piel (alopecia areata,
dermatitis atépica/eczema, vitiligo and psoriasis)

1/8 (12.5%)

3/8 (37.5%)

Diabetes tipo | 0/8 (0%) 0/8 (0%)
Enfermedad celiaca 0/8 (0%) 2/8 (25%)
Enfermedad de Alzheimer 0/8 (0%) 2/8 (25%)

Tuberculosis latente

1/8 (12.5%)

0/8 (0%)

Antecedentes de leucemia linfoblastica aguda

0/8 (0%)

5/8 (62.5%)

Disfuncion tiroidea (hipo e hipertiroidea)

1/8 (12.5%)

5/8 (62.5%)

Apnea obstructiva del suefio

0/8 (0%)

1/8 (12.5%)

"Uso de medicamentos "segln sea nhecesario--

4/8 (50%)

718 (87.5%)

numero (%)

PREPARACION DE LA MUESTRA
Se obtuvo sangre periférica con el objetivo de poder separar el plasma, una capa
de glébulos blancos y gldbulos rojos (RBCs). El plasma y los RBCs fueron almacenados
inmediatamente y los glébulos blancos fueron procesandos para la clasificacion
mediante FACS (Fluorescence-activated cell sorting) de las distintas poblaciones

celulares y, por otro lado, para realizacion de ensayos funcionales.

Separacion de los componentes de la sangre

La separacion de los componentes de las muestras de sangre fue llevada a cabo
colocando la muestra extraida en tubos con EDTA. Se procedié a medir el volumen
contenido en los tubos y se realiz6 un conteo sanguineo completo utilizando un
analizador hematologico (AcT 10). Posteriormente, las muestras de sangre fueron
centrifugadas a 700xg durante 15 minutos a temperatura ambiente. En este punto, la
sangre se encontraba claramente separada en tres capas distintas: plasma en la parte
superior, la capa de glébulos blancos el medio y las RBCs en la parte inferior.
Subsiguientemente, el plasma fue retirado de todos los tubos, fue colocado en un nuevo
recipiente, donde se realiz6 una centrifugacién adicional a 2200xg por 15 minutos a 4°C
para eliminar el debris remanente. Luego, el plasma restante junto con la capa de
glébulos blancos fue aspirada (aproximadamente 1-2mL de un tubo de 10mL) utilizando
una pipeta de calibre ancho, combinando todas las capaz de células en un mismo
recipiente.

Se realizaron alicuotas de 1mL de las RBCs, las cuales fueron congeladas

inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C. Luego de finalizada la
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centrifugacion del plasma de 15 minutos, multiples alicuotas de 1mL, y se almacenaron
a -80°C.

Una vez combinadas las capas de glébulos blancos de todos los tubos se

procedio a la purificacion de estas células eliminando las RBCs de dos maneras:

Purificacion de globulos blancos utilizando buffer de lisis:

Por cada 1mL de capa de globulos blancos, se utilizaron alicuotas de 5mL de buffer de
lisis 1X a temperatura ambiente. Por ejemplo, para lisar las RBCs de una capa de
glébulos blancos de 8mL se requieren 40mL de buffer de lisis 1X. Una vez que el
volumen fue calculado, se colocaron los glébulos blancos en los tubos que contenian el
buffer de lisis 1X, se mezclaron suavemente por inversion durante 5 minutos.
Posteriormente, fueron centrifugados a 500xg durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Luego de verificar que haya un sedimento celular en el fondo del tubo, se
descart6 el sobrenadante lentamente sin perturbar el sedimento y se realizd6 una
segunda lisis. Luego, los pellets de gldbulos blancos fueron lavados agregando buffer
FACS, para eliminar el buffer de lisis residual, fueron centrifugados a 500xg durante 5
minutos y el sobrenadante fue descartado lentamente sin perturbar el sedimento. Se
realiz6 nuevamente el paso de lavado. Posteriormente, las células fueron contadas
utilizando un contador Countess Il FL (Life technologies) y la suspension celular fue

preparada para el procedimiento de tincion.

Purificacién de PBMCs utilizando un gradiente de densidad (ficoll hypaque):

Luego de haber extraido el plasma, se agregd PBS 1X a los tubos que contenian
la capa de glébulos blancos junto con las RBCs para volver al volumen de sangre inicial
y se mezclaron por inversion. Para realizar el enriquecimiento de PBMCs tubos
ACCUSPIN, 50 ml de capacidad (#A2055) fueron utilizados para colocar 15mL ficoll
hypaque-1,077 a temperatura ambiente. Inicialmente, los tubos fueron centrifugados a
800xg durante 30 segundos a temperatura ambiente, para que el ficoll hypaque-1,077
se encuentre por debajo de la camara separadora. Posteriormente, las muestras de
sangre fueron agregadas en la camara superior de cada tubo ACCUSPIN (se usaron
15-30mL de muestra de sangre para tubos de 50mL) y los tubos fueron centrifugados a
1000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente. Durante la centrifugacion se fueron
formando varias capas, el sedimento que compuesto principalmente por granulocitos y
eritrocitos que ha migrado a través del gradiente de densidad que es mayor al del ficoll
hypaque-1,077, por encima de estas dos capas, se observa una interfaz opalescente
gue son las PBMCs purificadas. La interfaz opaca fue transferida a un nuevo tubo, donde

las células fueron lavadas para eliminar restos de ficoll hypaque-1,077 y fueron
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centrifugadas a 250xg durante 10 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, el
sobrenadante fue descartado. Posteriormente, las células fueron contadas y la

suspension celular fue preparada para el procedimiento de tincién.

TECNICAS GENERALES
Citometria de flujo

Citometria de flujo tinciéon de viabilidad

La tincion de viabilidad es esencial para realizar un experimento de citometria de
flujo. Las células muertas pueden comprometer la integridad de los datos por
anticuerpos que no se unen especificamente; por lo tanto, es esencial que las células
muertas sean excluidas del analisis. Para ello, se utiliz6 el LIVE/DEAD Fixable Aqua
dead cell Stain Kit, donde los colorantes de viabilidad tifien con brillantez las células con
membranas comprometidas y se entrecruzan covalentemente a proteinas celulares,
marcando irreversiblemente las células muertas de todas las especies. Esto permite que
las muestras se sometan a procedimientos de crioconservacion, fijacion vy
permeabilizacién sin la pérdida de intensidad de tincién por parte de las células muertas,
asegurando que puedan excluirse del analisis posterior y mejorando asi la calidad de
los datos. Una vez reconstituido el vial del colorante vital con 50uL de DMSO, se
incubaron las suspensiones celulares utilizando una dilucién 1/500 de este colorante
diluido en PBS 1X (libre de proteinas) durante 30 min a 2-8°C. Posteriormente las células
fueron lavadas con PBS 1X y centrifugadas por 5 minutos a 500xg. Luego, se procedio

con la marcacion de superficie detallada siguientemente.

Citometria de flujo de superficie

Para el estudio de la expresion de marcadores de superficie y caracterizacion
del compartimiento de células T, se utilizaron anticuerpos monoclonales marcados con
diferentes fluorocromos: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25, anti-CD127, anti-
CD45RA, anti-CCR7, anti-CD39 anti-CD57, anti-KLRG1, anti-PD1, anti-CD272, anti-
GITR, anti-ICOS, anti-TIGIT, anti-LAP1, anti-CD14 y anti-CD19. En todos los casos las
suspensiones de células obtenidas de muestras de sangre periférica fueron incubadas
por 30 minutos a 2-8°C con una mezcla de los diferentes anticuerpos, luego de la tincién
de viabilidad mencionada anteriormente, utilizando sus respetivas diluciones en buffer
para citometria (Buffer FACS). Posteriormente las células fueron lavadas, centrifugadas
por 5 minutos a 500xg y resuspendidas en buffer FACS. Las muestras fueron adquiridas
en un citémetro de flujo YETI cell analyzer (capaz de detectar 2 parametros Opticos y 18
parametros de fluorescencia) y los analisis se realizaron utilizando el programa FlowJo

(Tree Star, Inc.). Todos los anticuerpos se detallan en la tabla 6.
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Citometria de flujo intracelular

Para la tincién de citocinas, proteinas intracelulares y factores de transcripcion,
las PBMCs fueron estimuladas con PMA (50ng/ml), lonomicina (1 pg/ml) y el cocktail
inhibidor del transporte de proteina (1/500) durante 4 horas en placas de cultivo de 96
reservorios, fondo redondo, colocando en cada reservorio aproximadamente 1 x 10°
células en 200 pL finales de RPMI completo (10% SFB, 1/100 Glutamina, 1/100
penicilina/steptavidina, 1/100 Sodio piruvato, 1/100 MEM Aminoé&cidos no esenciales).
Luego de esta incubacion, las células fueron lavadas con buffer FACS y se comenzo
con la marcacién para citometria de flujo de superficie como se describi6é anteriormente.
Luego las células fueron fijadas en 50uL de buffer de fijacion 1x (eBioscience
Fixation/Permeabilization buffer) durante 1h a 4°C. Posteriormente, fueron lavadas e
incubadas en 50uL de buffer de permeabilizacién 1x (eBioscience Permeabilization
buffer) conteniendo los anticuerpos de marca intracelular correspondiente a cada
cocktail disefiado: anti-Foxp3, anti- Helios, anti-CTLA-4, anti-GzmB, anti-IL-17A, anti-
IFN-y, anti-Ki67, anti-Thet y anti-EOMES por 30min a 4°C. Por ultimo, las células fueron
lavadas y resuspendidas en buffer de citometria para su adquisicion en el citbmetro de

flujo. Todos los anticuerpos se detallan en la tabla 6.

Tabla 6: Anticuerpos empleados en citometria de flujo.
Anticuerpo | Fluorocromo Clon Especificidad | Isotipo | #Catdlogo | Compafiia
Thermo
Agua BV500 N/A Todas las N/A | L4957 Fisher
LIVE/DEAD especies S
Scientific
CD3 BV785 OKT3 Humano 'giza 317329 | Biolegend
CD8 BUV395 | RPA-T8 | Humano |IgGlk| 563796 | .. oD
Biosciences
CD4 APCCy7 SK3 Humano IgG1k | 344615 Biolegend
130-101- Miltenyi
CD25 PE 3G10 Humano IgG1l 428 Biotec
CD127 A700 A019D5 Humano IgG1lk | 351343 Biolegend
CD45RA PECY5 HI100 Humano 'giZb 15'2‘1‘58' eBioscience
IgG2a .
CCR7 Bv421 G043H7 Humano K 353223 Biolegend
CD57 PE-CF594 NK-1 Humano | IgMk | 562488 | .. BP
Biosciences
CD39 BV711 TU66 Humano | '9620 | s5e36g0 | . BP
k Biosciences
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IgG2a .
KLRG1 FITC SA231A2 Humano K 367713 Biolegend
PD-1 PECy7 EH12.2H7 Humano lgG1k | 329917 Biolegend
GITR PE DT5D3 Humano lgG1 138;30899' Miltenyi
ICOS FITC ISA-3 Humano IgG1 k 11'2248' ebioscience
TIGIT PECy7 MBSA43 Humano Ig(|3(2a 25'?&00' ebioscience
FOXP3 Efluord50 | 236A/E7 | Humano | 1gG1k | *®777" | eBioscience
HELIOS APC 22F6 Humano 19G 137221 Biolegend
CTLA-4 PE-CF594 BNI3 Humano IgG1k | 562742 BD
9 Biosciences
GRANZIMA BD
B PE-CF594 GB11 Humano IgG1k | 562462 Biosciences
IL-17A BV711 BL168 Humano IgG1k | 512327 Ozyme
IFN-y FITC 4S.B3 Humano IgG1 k | 502505 Biolegend
LAP-1 PECY7 FNLAP Humano | IgG1 k 25'2229' eBioscience
Ki-67 PE 16A8 Humano 'giza 652403 | Biolegend
EBio4b10 25-5825- L
T-bet PECy7 (4B10) Humano 1gG1 « 82 eBioscience
PD-1 PE-CF594 EH12.1 Humano IgG1 k| 565024 BD
' 9 Biosciences
CD272 APC MIH26 Humano |g<|3(2a 344510 | Biolegend
TNF alpha BV605 MAb11 Humano IgG1k | 502936 Biolegend
CD57 APC NK-1 Humano | IgMk | 560845 | .. BPD
Biosciences
IFN-y BvV711 4S.B3 Humano IgG1k | 502540 Biolegend
Eomes PerCP-eFluor | \yh1908 Humano IgG1 k 46-4877- | oBjoscience
710 42
. Thermo
C_eIITrace CeII_Trace N/A N/A anti all N/A C34858 Fisher
Violet Violet Species -
Scientific
. eFluor 660 Fix . 65-0864- L
Fix Viability N/A All Species N/A 14 eBioscience
CD14 FITC 61D3 Humano IgG1 k 11'2;49' Biolegend
CD19 APC HIB19 Humano lgG1 k | 302211 Biolegend
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Citometria de masa (CyTOF)

Preparacion de la muestra

A partir de un tubo de sangre periférica por individuo (10 ml), las muestras fueron
divididas en alicuotas de 0,5mL, para las siguientes condiciones:

-Muestras TO (3-7 tubos): Tiempo 0, directamente ex vivo, no estimulado.

- MuestrasT30 (1-2 tubos): Tiempo 30 para fosforilacion / sefializacion: no estimulado y
estimulado con 10000U/mL de IFN-a.

Se comenzd con el proceso de las muestras T30, donde a 0,5mL de sangre
completa se le agregaron 20uL de medio RPMI 1640 (como control, no estimulado) o
IFN-a (estimulado), las muestras fueron incubadas durante 30 minutos a 37°C. Mientras
tanto, se comenzé con el preparado del buffer de fijacion/lisis 1X (BD pharma), el cual
fija al mismo tiempo que lisa las RBCs. Una vez trascurridos estos 30 minutos de
estimulacion de las muestras T30, 10mL del buffer de lisis fueron agregados a las
muestras TO y T30 y fueron incubadas por 15 minutos a 37°C. Las muestras fueron
centrifugadas a 400xg durante 5 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante fue
descartado. Posteriormente, las muestras fueron resuspendidas en 1mL de PBS 1X frio,
y luego se las llevo a un volumen final de 10mL con PBS 1X, las muestras fueron
nuevamente centrifugadas a 400xg durante 5 minutos y se descart6 el sobrenadante.
Seguidamente, las muestras se resuspendieron en 1mL de medio Cell Staining 1X frio
y se transfirieron a un tubo etiquetado de 1,5mL. Las muestras fueron centrifugadas a
400xg durante 5 minutos a 4°C, con cuidado se descarté el sobrenadante dejando un

remanente de 50uL de medio Cell Staining y las muestras fueron almacenadas -80°C.

Tincion de anticuerpos para citometria de masa (barcoding, superficie, intracelular y
sefalizacién)

Las muestras individuales fueron marcadas con una combinaciéon Unica de

isotopos de Paladio (Pd), lo que denomina cédigo de barra (Barcode). Para ello, las
muestras fijadas se descongelaron, y lavaron con buffer de tinciéon celular de BD
Fluidigm. Luego las muestras se centrifugaron, se descarto el sobrenadante y se lavaron
dos veces con 1mL de buffer de permeabilizacion de cédigo de barra (Barcode Perm
Buffer). Posteriormente, cada muestra fue resuspendida para ser marcada con un
codigo de barras completo en 800uL de Barcode Perm buffer. Seguidamente, las
muestras se resuspendieron con la combinacién de los cédigos de barra preparada en
100uL de Barcode Perm buffer y se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo, las células fueron centrifugadas, se descarté el

sobrenadante y se lavaron dos veces con 2mL de buffer de tincion celular (Cell Staining
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Buffer). Por dltimo, las muestras fueron resuspendidas en 50uL de buffer de tincién y

fueron colocadas en un mismo tubo, para proceder a la tincién de superficie.

Para el estudio de la expresibn de marcadores y caracterizacion del
compartimiento celular en sangre periférica, se utilizaron anticuerpos monoclonales
marcados con diferentes isotopos: anti-CD45, anti-CD19, anti-CD123, anti-CD4, anti-
IgD, anti-CD11c, anti-CD127, anti-CD66, anti-CD14, anti-CD7, anti-CD3, anti-PD1, anti-
IFNGR2, anti-IFNAR1, anti-CD80, anti-CD8a, anti-CD34, anti-CD45R0, anti-CD27, anti-
CD25, anti-CD20, anti-HLA-DR, anti-CD56 and anti-CD16 (Tabla 7).

Una vez que las muestras fueron resuspendidas en 50uL de buffer de tincion, y
colocadas en un mismo tubo, una solucion 2X fue preparada, en 50uL por muestra de
buffer de tincién, conteniendo todos los anticuerpos en sus respectivas diluciones y las
muestras fueron incubadas durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, las células fueron lavadas con buffer de tincion y centrifugadas a 500g.
durante 5 minutos a 2-8°C. Luego dos lavados fueron realizaron con buffer de
permeabilizacion 1x (eBioscience, Foxp3 Permeabilization buffer) y las células fueron
resuspendidas en 50uL por muestra de buffer de permeabilizacién 1x, agregando 50uL
por muestra de una suspension 2X de buffer de permeabilizacién 1x conteniendo los
anticuerpos intracelulares (anti-Coll y anti-Foxp3) (Tabla 7), las muestras fueron
incubadas 45 minutos a temperatura ambiente, seguido de dos lavados con buffer de
tincién, y se las resuspendié en 1mL de buffer de tincién. Posteriormente, las muestras
fueron resuspendidas en 1mL de una solucion fresca a una diluciéon 1:50000 de los
intercaladores de ADN 191 / 193Ir (Fluidigm); las muestras fueron incubadas durante
toda la noche a 4°C. Por ultimo, las células se lavaron dos veces con buffer de tincién y
dos veces con MaxPar Water (Fluidigm) y fueron analizadas por el citbmetro de masa

Helios, Fluidigm.

Tabla 7: Panel de Caracterizacion CyTOF
Proteina Clon Metal
CD45 HI30 89Y
Coll 5D8-G9 141Pr
CD19 HIB19 142Nd
CD123 6H6 143Nd
CD4 RPA-T4 145Nd
IgD IAG-2 146Nd
CDllc Bul5 147Sm
CD127 A019D5 149S
CDe66al/c/d/e B1.1/CD66 150Nd
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CD14 M5EU 151Eu
CDh7 CD7-6B7 153Eu
CD3 UCHT1 154Sm
CD279/PD1 EH12.2H7 155Gd
IFNRG2 Polyclonal 156Gd
Foxp3 259D/C7 159Tb
IFNAR1 EP899Y 160Gb
CD80 2D10.4 161Dy
CD8alpha RPA-T8 162Dy
CD34 581 163Dy
CD45R0O UCHL1 164Dy
CD27 L128 167Er
CD25 2A3 169Tm
CD20 2H7 171Yb
GzmB 173Yb
HLA-DR L243 174Yb
CD56 N901 176Yb
CD16 3G8 209Bi

Para evaluar las vias de sefializacién activadas luego de la estimulacién con IFN-
a se utilizaron anticuerpos monoclonales conjugados con diferentes isotopos: anti-
CD45, anti-CD66, anti-Col1, anti-CD19, anti-CD123, anti-plkBalpha, anti-CD4, anti-lgD,
anti-CD11c, anti-pSTAT4, anti-CD127, anti-CD1c, anti-CD14, anti-pERK1/2, anti-CD7,
anti-CD3, anti-PD1, anti-IFNRG2, anti-pEIF2S1, anti-pSTAT3, anti-Foxp3, anti-IFNAR1,
anti-CD80, anti-CD8alpha, anti-CD45R0, anti-pSTATS5, anti-p4E-BP1, anti-CD27, anti-
pSTATG6, anti-pSTATZ2, anti CD25, anti-CD20, anti-CD38, anti-pSTAT1, anti-HLA-DR,
anti-pSe6, anti-CD56, anti-CD16 (Tabla 7-8).

Una vez descongeladas las muestras se les agreg6 50uL de buffer de tincion, y
luego al igual que en el item anterior, todas las muestras fueron trasvasadas a un Unico
recipiente, donde se realizo la tincién de superficie. Posteriormente, las células fueron
lavadas dos veces con 5mL de buffer de tincion, fueron centrifugadas a 500xg. durante
5 minutos a 4°C, se les agregaron 10mL de 1X TFP Fix/perm buffer de BD Pharmingen
Transcription Factor Phospho buffer set y las muestras fueron incubadas durante 50
minutos a 4°C. Luego, se realizaron dos lavados con 1X TFP Perm/Wash buffer de BD
Pharmingen (las células se centrifugaron a 750g por 5 minutos a 4°C), 5mL de Perm
buffer Ill de BD Pharmingen fueron agregados y se incubaron las células en hielo

durante 15 minutos. Posteriormente, dos lavados fueron realizadas con TFP Perm/Wash
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buffer y se agregaron 50uL por muestra de una suspension 2X utilizando una solucién

1X de TFP Perm/wash buffer conteniendo los anticuerpos intracelulares. Las muestras

fueron incubadas durante 45 minutos a 4°C. Luego, se lavaron y se realizo la tincién de

las células con el intercalador de ADN 191 / 193Ir utilizando el mismo protocolo

explicado anteriormente. Por ultimo, las células fueron lavadas dos veces con buffer de

tincion, dos veces con MaxPar Water (Fluidigm) y fueron analizadas por el citometro de

masa Helios, Fluidigm.

Tabla 8: Panel de Sefializaciéon CyTOF

Proteina Clon Metal
CD45 HI30 89Y
CD66a/c/d/e B1.1/CD66 | 150Nd
Coll 5D8-G9 141Pr
CD19 HIB19 142Nd
CD123 6H6 143Nd
IKBalpha L35A5 144Nd
CD4 RPA-T4 145Nd
IgD 1A6-2 146Nd
CDl1c Bul5 147Sm
pSTAT4 [Y693] 38 148Nd
CD127 A019D5 149S
CDlc 150Nd
CD14 M5EU 151Eu
pPpERK1/2 [t202/Y204] | D13.14.4E | 152Sm
CD7 CD7-6B7 | 153Eu
CD3 UCHT1 154Sm
CD279/PD1 EH12.2H7 | 155Gd
IFNGR2 Polyclonal | 156Gd
pEIF2S1 [S51] E90 157Gd
pSTAT3 [Y705] 4/P-STAT3 | 158Gd
Foxp3 259D/C7 159Th
IFNAR1 EP899Y 160Gb
CD80 2D10.4 161Dy
CD8alpha RPA-T8 162Dy
CD34 581 163Dy
CD45R0O UCHL1 164Dy
PSTATS5 [pY694] Clone47 165Er
p4E-BP1 [Thr37/46] 236B4 166Er
CD27 L128 167Er
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PSTAT6 [Y641] 18 168Er
CD25 2A3 169Tm
PSTAT2 [Y690] D3P2P | 170Er
CD20 2H7 171Yb
CD38 HIT2 172Yb
PSTATL [Y701] 58D6 173Yb
HLA-DR L243 174Yb
pS6 [S235/S2] N7-548 | 175Lu
CD56 N901 176Yb
CD16 3G8 209Bi

Separacion celular (cell sorting)

Para el estudio funcional y transcriptomico de las diferentes poblaciones
celulares presentes, las PBMCs fueron marcadas utilizando los protocolos previamente
descriptos, con anticuerpos monoclonales anti-CD14-FITC, anti-CD56, anti-CD19 APC,
anti-CD8-PECy7, anti-CD4 APCCy7, anti-CD25, anti-CD127 para ensayos funcionales
y con anti-CD45, anti-CD16, anti-CD14, anti-CD19, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD25 y
anti-CD127 para analisis transcriptomico, durante 30 minutos a 4°C en buffer FACS.
Luego de la incubacion, las células fueron lavadas, resuspendidas en buffer FACS y
purificadas por cell sorter en un Citdbmetro de Flujo MoFlo XDP70 y Astrios EQ.

Extraccion ARN

Una vez que las células Treg y Tconv fueron purificadas mediante FACS, se
centrifugaron a 500xg durante 5 minutos y se descart6é el sobrenadante. Las células
fueron resuspendidas en 350uL de una solucién de buffer de lisis RLT plus (Qiagen) y
Beta-mercaptoetanol (BME) (10 ml de BME: 1 ml de RLT plus) para luego realizar la
extraccion de ARN. Las células lisadas fueron almacenadas inmediatamente a -80°C y
el ARN se extrajo mas tarde utilizando el kit de ADN / ARN / proteina AllPrep (Qiagen
80004).

Las células lisadas fueron colocadas en una columna de centrifugacion AllPrep
ADN dentro de un tubo de recoleccion de 2 ml y fueron centrifugadas durante 30
segundos a 8000xg (10,000 rpm), las columnas fueron guardadas para realizar
posteriormente la extraccion de ADN.

A la suspension obtenida de la centrifugacion se le agreg6 250uL de etanol 96-
100%, se mezcld por inversion y se la transfirié a una columna de centrifugacion para
extraer el ARN dentro de un tubo de recoleccién de 2 ml y se centrifugaron durante 15

segundos a 8000xg (10,000 rpm). El sobrenadante fue guardado para posteriormente
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realizar la extraccion de proteina. Luego, se coloco la columna de centrifugado para
extraccion de ARN en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml, se agregaron 700uL del
buffer RW1 y se centrifugaron durante 15 segundos a 8000xg (10,000 rpm), el
sobrenadante fue descartado. Posteriormente, dos lavados fueron realizados donde se
agregaron 500uL de buffer RPE a la columna, se centrifugaron durante 15 segundos a
8000xg (10,000 rpm) y nuevamente, se descartd el sobrenadante. Una centrifugacion
fue realizada, a maxima velocidad por 1 minuto para eliminar restos de buffer. Por dltimo,
la columna de centrifugado para extraccion de ARN fue colocada en un nuevo tubo de
recoleccion de 2mL y se agregaron 20uL de agua libre de ARNasa directamente a la
membrana de la columna, se centrifugaron durante 1 minuto a 8000xg (10,000 rpm)
para eluir el ARN. Como el rendimiento del ARN de las células Treg esperado fue menor
a 30ug, repetimos nuevamente el Ultimo paso para obtener una mayor concentracion de
ARN. La calidad del ARN fue determinada por BioAnalyzer (Agilent) y cuantificada por
Qubit. (Life Technologies). Se usaron muestras con un RIN de 7 0 mas y un minimo de
36 ng y 700ng de ARN total proveniente de células Treg y Tconv respectivamente, para

la preparacién y secuenciacion de la biblioteca.

Andlisis ARNseq

Realizamos ARN-seq a partir de células Treg humanas de individuos T21y D21,
de un panel de 6 mujeres entre 20-40 afios de edad, utilizando el kit de SMART-Seq®
v4 Ultra® Low Input RNA (Clontech) seguido del kit Nextera® XT (lllumina) para crear
las bibliotecas que fueron secuenciadas en el HiSeq 2500.

Para el ARNseq de las células totales, las muestras se procesaron utilizando un
protocolo descrito anteriormente (Sullivan et al.,, 2016b). Las células totales se
criopreservaron en medios de congelacién CryoStor CS10 a una concentracién de
~10x10° células/ml. Posteriormente, las células fueron descongeladas de manera rapida
a 37°C e inmediatamente se afiadieron a 9mL de medio RPMI completo, luego se
centrifugaron a 500g durante 5 minutos y se descart6 el medio. Las células se
resuspendieron en 600puL de RLT Plus (Qiagen) y Beta-mercaptoetanol (BME) (10 pL
de BME: 1 ml de RLT Plus). EI ARN se extrajo utilizando el protocolo nombrado
previamente y la calidad del ARN fue determinada por Agilent 2200 TapeStation y
cuantificada por Qubit (Life Technologies). De igual manera que con el ARNseq de las
celulas Treg, las muestras con RIN de >6.8 y un minimo de 1 pg se enviaron a Novogene

para la preparacion de la biblioteca y secuenciacion de extremo pareado (lllumina).

Para ambos ARNSseq, el andlisis de la complejidad de la biblioteca y la alta

calidad de la secuencia por base en todas las lecturas (es decir, g> 30) fue realizado
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utilizando el software FastQC (v0.11.2). Las bases de baja calidad (q <10) fueron
recortadas del extremo 3 'de las lecturas y lecturas cortas (<30 nt después del recorte)
y las secuencias del adaptador fueron eliminadas utilizando la herramienta fastgc-mcf
de ea-utils. Las fuentes comunes de contaminacion de secuencia como micoplasma,
mitocondrias y ARN ribosomal se identificaron y fueron eliminadas mediante la pantalla
FASTQ (v0.4.4). Las lecturas se alinearon con GRCh37 / hgl9 utilizando TopHat2
(v2.0.13, -b2-sensitive -keep-fasta-order -no-coverage-search -max-multihits 10 -library-
type fr-firststrand) (D. Kim et al., 2013). Las lecturas mapeadas de alta calidad (MAPQ>
10) fueron filtradas con SAMtools (v0.1.19) (H. Li et al., 2009). Las lecturas fueron
ordenadas con Picardtools (SortSAM) y duplicados marcados (MarkDuplicates). El
control de calidad de las lecturas finales se realiz6 con RSeQC (v2.6) (L. Wang, Wang,
& Li, 2012). Los recuentos de genes se obtuvieron utilizando HTSeq (v0.6.1, -
stranded=reverse -minaqual=10 -type=exdn -idattr=gene -mode= intersection-
nonempty, GTF-ftp://igenome:G3nom3s4u@ussd-
ftp.illumina.com/Homo_sapiens/UCSC/hg19/Homo_sapiens_ UCSC_hgl9.tar.gz)
(Anders, Pyl, & Huber, 2015). La expresiéon diferencial fue determinada utilizando
DESeq2 (v1.6.3) y R (3.10) (Love, Huber, & Anders, 2014). Los diagramas de Volcan y
Manhattan fueron realizados utilizando la biblioteca de trazado de Python 'matplotlib’
(http://matplotlib.org).

Ensayo MSD (Meso Scale Discovery)

El Meso Scale Discovery V-PLEX 29-PLEX para medir citocinas de humanos y la matriz
U-PLEX se combinaron para detectar 38 citocinas en plasma de 40 individuos (20 D21
y 20 T21). Inicialmente se agregaron 20uL del diluyente a cada pocillo en una placa de
96 pocillos, las cuales se encuentran sensibilizadas con los anticuerpos de captura,
posteriormente se agregaron 20uL de las muestras y los controles en los diferentes
pocillos y se dej6 incubando con agitaciéon durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
realizaron 3 lavados con PBS 1X + 0,05% Tween-20. Luego se agregaron 25uL del
anticuerpo de deteccion en cada pocillo y se dejo incubando 2 horas a temperatura
ambiente. Por Gltimo, se realizaron los lavados, se agregaron 150uL de buffer de lectura
a cada pocillo de la placa y analizamos la placa en el SECTOR® Imager. Estos datos
se transformaron logaritmicamente y se usé la prueba no paramétrica de Kolmogorov-
Smirnov (KS) para identificar las proteinas que se expresaron significativamente
diferentes en personas con y sin SD. La correccion de mdltiples hip6tesis se realizé

utilizando el método de Benjamini-Hochberg.
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CULTIVO CELULAR

Ensayo de proliferacion

Para evaluar la capacidad proliferativa de células T CD8+ y CD4+ Tconv (CD4+
CD25low CD127high), inicialmente estas células fueron aisladas a partir de PBMCs
utilizando un cell sorter MoFlo XDP 70, posteriormente, se realizd la marcacién con un
colorante de proliferacion. Para ello, una vez centrifugadas las células fueron
resuspendidas en PBS 1X (libre de suero, ya que interfiere en la tinciéon) a una
concentracion final de 20x10° células/mL. En un tubo separado, se agregé una cantidad
igual de PBS, donde se coloco el colorante de proliferacién (CellTrace Violet Proliferation
Dye) a una concentracién de 10uM (siendo esta una solucién 2X, concentracion final
5uM). Mientras se agitaba suavemente el tubo conteniendo las células, el colorante de
proliferacién diluido fue agregado y luego, las células fueron incubadas en una estufa a
37°C durante 8-10 minutos. Inmediatamente después de la incubacion, se agregé el
medio RPMI completo precalentado a la suspension celular (el suero frena la reaccion
del colorante, es por ello que se agrega al menos 5 veces el volumen total de la célula).
Se continué incubando a 37°C durante 5-10 minutos. Posteriormente, las células se
centrifugaron y se las resuspendié en medio RPMI completo. Las células fueron
contadas y llevadas a una concentracién de 20000 células /mL. Luego, se cultivaron
50uL de la suspension de células ya marcadas con el colorante de proliferacion (10000
células por pocillo) en placas de 96 pocillos de fondo redondo, previamente recubiertas
con 0,5 mg/mL de anti-CD3 (Invitrogen) en PBS 1X para la activacion de las células.
Luego agregamos 50uL de anti-CD28 (Invitrogen) 1 mg/mL en RPMI, también para la
activacion celular. Dependiendo de la condicién a evaluar, en algunos casos a los
pocillos se les agregaron 100uL de medio RPMI completo conteniendo 10000U/mL de
IFN-a para la condicion estimulada y 100uL de medio RPMI completo para la condicién
no estimulada (control). Por Gltimo, las células fueron incubadas durante 5 dias a 37°C
y posteriormente la capacidad proliferativa fue evaluada utilizando FlowJo (Treestar Inc,

US) basado en la division de CellTrace Violet.

Ensayo de microsupresion

Para el ensayo de microsupresion in vitro, células CD4+ Tconv (CD14- CD19-
CD8- CD4 + CD25low CD127high), CD4+ Treg (CD14- CD19- CD8- CD4 + CD25high
CD127low) y CD8+ (CD14- CD19- CD8- CD25- CD257-) se aislaron a partir de PBMC
usando un cell sorter MoFlo XDP 70. Se usaron células CD4+Tconv y células T CD8+
como células T efectoras (Teff, respondedoras) y se marcaron con el colorante de
proliferacion Cell Tracer Violet (5uM). Las células respondedoras (1x10%) y las diferentes

concentraciones de células CD4+ Treg (1:8 - relacién Treg: Teff 1:1) se cultivaron en
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placas de 96 pocillos de fondo redondo, previamente recubiertas con 0,5 mg/mL de anti-
CD3 (Invitrogen) en PBS 1X, y luego se agreg6 100 uL de anti-CD28 (Invitrogen) 1
mg/mL en RPMI durante 5 dias. La supresion se calculd6 como se describio
anteriormente (Mcmurchy & Levings, 2012). Brevemente, las células fueron adquiridas
por Yeti (Bio-Rad), y el indice de division de las células respondedoras se analiz6
utilizando FlowJo (Treestar Inc, US) basado en la division de CellTrace Violet. Luego se
calculd la supresion con la formula %Supresion = 100- (DITreg / DICtrl) x 100% (DITreg
representa el indice de division de las células respondedoras con Tregs, y DICtrl
representa el indice de division de las células respondedoras activadas sin Tregs).

Ensayo de microsupresién (utilizando Treg provenientes de PBMCs congeladas)

Protocolo de descongelamiento (dia 1)

Inicialmente se colocaron 9mL medio RPMI completo en un tubo de 15mL (un
tubo de 15mL por cada criovial con PBMCSs), precalentado en un bafio a 37°C por unos
15 min. Posteriormente, se descongelan rapidamente las PBMCs criopreservadas
colocandolas en un bafio de agua a 37°C (Comenzar con 20 millones 0 mas de células
para cada muestra para obtener el nUmero correcto de Tregs). Luego, las células fueron
agregadas a los tubos que contenian el medio RPMI completo y fueron centrifugadas
durante 5 min a 1400rpm a temperatura ambiente. Una vez descartado el sobrenadante,
las células fueron resuspendidas en medio RMPI completo dejando 1 millon de
células/mL (en este momento las células fueron filtradas de ser necesario, para
liberarnos de debris celular) colocando 3 millones de células por pocillo en una placa de
6 pocillos (es decir, colocar 3mL de la suspension celular por pocillo), las cuales fueron
incubadas durante toda la noche (es necesario revisar las células 4 horas después de
haberlas incubado a 37°C para asegurarnos de que no hay células residuales, muerte
0 aglomeracion celular, de ser las células eran filtradas nuevamente y re-plaquear las

células).

Purificacién de células Treq vy respondedoras a través de la clasificacion FACS (dia 2)

Una vez preparada la suspension celular obtenida del dia 1, se obtuvieron las
poblaciones celulares de CD4+ Treg (CD4+ CD25high CD127low) y CD4+ Tconv
respondedoras (CD4+ CD25low CD127high) a través de la clasificacion FACS.

-Para cultivar las células CD4+ Treg, se incubé previamente una placa de 96 pocillos
con fondo redondo con anti-CD3 de grado funcional (Invitrogen) a 0.5ug / mL (diluido en
PBS, 200 uL / pocillo) durante al menos 1 hora a 37°C. Luego se lavaron los pocillos 2
veces con PBS 1X y luego se colocaron las células Tregs aproximadamente 100000

células / pocillo en 100uL de medio RPMI completo. Agregando posteriormente, 100uL
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de una solucién 2X de medio RPMI completo conteniendo lug / ml de anti-CD28
(Invitrogen), 200 Ul/mL de IL-2 (R&D System, 202-IL) y 10000U/mL de IFN-a
(dependiendo de la condicién) a cada pocillo. Las células fueron incubadas durante 3
dias.

-Para cultivar las células CD4+ Tconv respondedoras, se incubaron con una dosis baja

de IL-2 (20 UI) y también fueron incubadas durante 3 dias.

En caso de utilizar un donante diferente, fue necesario asegurarse de tener la

sangre para su analisis el dia 5.

Experimento alogénico, aislamiento de células respondedoras a través de la
clasificacién FACS (dia 5)

Una vez obtenida la sangre periférica de un donante sano (HD), la misma fue

procesada utilizando los protocolos descriptos previamente para aislar PBMCs y
posteriormente, se obtuvieron las poblaciones celulares CD4+ Tconv respondedoras
(CD4+ CD25lowCD127high) a través de la clasificaciéon FACS. Luego, las células fueron
contadas y se realiz6 la tincién con el marcador de proliferacion (CellTracer Violet)

descripto previamente en ensayos de proliferacion.

Configuracion del ensayo de microsupresion

Una vez que las poblaciones celulares fueron contadas (Treg y Tconv con el
marcador de proliferacion), las mismas fueron resuspendidas en medio RPMI completo

en las siguientes concentraciones:
-Tregs: 2000 células por 50uL
-Células T respondedoras: 2000 células por 50uL

Al igual que para el ensayo de supresion las células CD4+ Tconv alogénicas
fueron marcadas con el colorante de proliferacion Cell Tracer Violet (5uM) y fueron
cocultivadas con células CD4+ Treg a concentraciones variables en una placa de 96
pocillos fondo redondo (2000 células CD4+ Tconv por pocillo) en presencia de perlas
CD3/CD28 (Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28) en una relacion 1/20, 1 perla
por cada 20 células. Por ultimo, se agregaron a cada pocillo 100uL de medio RPMI
completo conteniendo 10000U /mL de IFN-a para la condicion estimulada y 100uL de
medio RPMI completo para la condicion no estimulada (control). Por lo que cada pocillo
debe tener 50uL de células Tregs (excepto la condicion sin Treg), 50uL de células

respondedoras y 100uL de medio RPMI completo con o sin 10000U /mL de IFN-a.
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Las células se incubaron durante 3 dias a 37°C y se realizé la marcaciéon de
células con CD4, CD25, CD127 y factor de viabilidad para evaluar la proliferacion celular
mediante el colorante de proliferacién. A su vez, otros marcadores fueron agregados
para evaluar activacion y funcionalidad como IFN-y, IL-10, IL-2 y GzmB. Las muestras
fueron adquiridas en un citometro de flujo YETI cell analyzer (capaz de detectar 2
parametros oOpticos y 18 pardmetros de fluorescencia) y los analisis se realizaron
utilizando el programa FlowJo (Tree Star, Inc.).

ANALISIS ESTADISTICO

El manejo de datos, analisis y representacion grafica fueron realizados con Prism
7.0 (GraphPad Software). La significancia estadistica fue calculada con andlisis de 2
colas utilizando la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni, Sidak o Tukey
segun corresponda para 1 o 2 vias ANOVA y Test T de Student no apareado, mientras
que para los ensayos de proliferacion y supresién donde se utilizaron datos apareados
se empleo el test RM dos vias ANOVA - valores coincidentes en la misma fila utilizando
una prueba de comparacién multiple de Sidak y Dunnett respectivamente. La correlaciéon
entre los parametros inmunologicos se realiz6 mediante el analisis de correlacion de
Pearson aplicando regresion lineal con lineas de ajuste del 95% de confianza. Los
graficos de torta de coexpresion se compararon entre si utlizando 10,000
permutaciones calculadas con el software SPICE 5.2. Los graficos radiales se realizaron
y compararon utilizando R. Los graficos muestran muestras individuales, y las muestras
se son graficadas como la media con o sin barras de error que muestran el s.e.m. La
significancia se establecié en un valor de p menor de 0,05 y se representé como *p<0,05;
**n<0,01; ***p<0.001 y ****p,0.0001.
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