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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON BE NZNIDAZOL SOBRE LA RESPUESTA 

CELULAR T ESPECÍFICA PARA TRYPANOSOMA CRUZI EN PACIENTES EN 

LA ETAPA INDETERMINADA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA  

  

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito protozoario intracelular Trypanosoma 

cruzi, afecta alrededor de 8 a 10 millones de personas desde el Sur de California hasta 

Sudamérica y Europa occidental. A pesar de ser la causa más frecuente de cardiomiopatía 

infecciosa del mundo, pocas personas infectadas reciben tratamiento. La mayor limitación 

para desarrollar nuevas drogas y evaluar su eficacia reside en la falta de ensayos que 

permitan determinar de manera confiable la carga parasitaria y la eliminación definitiva del 

parásito.  

 

Diversos estudios de nuestro laboratorio, incluyendo el presente trabajo, han demostrado que 

los linfocitos T periféricos específicos de T. cruzi en pacientes con enfermedad de Chagas 

crónica muestran características funcionales y fenotípicas de células efectoras o de memoria 

efectora con baja capacidad de proliferación homeostática y requieren, por lo tanto, del 

estímulo antigénico para permanecer en circulación. De esta forma, es de esperar que los 

cambios en la carga parasitaria inducidos por el tratamiento etiológico se vean reflejados en 

alteraciones en la respuesta celular T. En el presente trabajo, se determinó en forma periódica 

la frecuencia de linfocitos T periféricos específicos de T. cruzi, los títulos de anticuerpos 

específicos de T. cruzi y el estado clínico en 43 voluntarios adultos con infección crónica por 

T. cruzi bajo tratamiento con benznidazol durante un período de seguimiento de tres años. 

Estas mediciones fueron comparadas con valores previos al tratamiento y con valores 

obtenidos a partir de un grupo control no tratado. La frecuencia de linfocitos T periféricos 

específicos de T. cruzi productores de IFN-γ disminuyó significativamente luego del transcurso 

de un año de inicio del tratamiento con benznidazol en la mayoría de los pacientes 
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estudiados, alcanzando posteriormente valores por debajo del límite de detección en gran 

parte de los pacientes tratados. Llamativamente, esta disminución fue en muchos casos 

precedida por un incremento significativo en la frecuencia de linfocitos T específicos de T. 

cruzi productores de IFN-γ con fenotipo efector o de memoria efectora entre  dos y seis meses 

luego del tratamiento. Por el contrario, la frecuencia de linfocitos T periféricos específicos de T 

cruzi permaneció relativamente estable en ausencia de tratamiento. A pesar de las 

alteraciones significativas en la respuesta celular T, solo 6 de 43 pacientes tratados con 

benznidazol mostraron seroconversiones a valores negativos de los títulos de anticuerpos 

específicos de T. cruzi y solo 3 pacientes mostraron progresión hacia estadios clínicos mas 

avanzados de la enfermedad. Sin embargo, estos últimos son resultados esperables, teniendo 

en cuenta que el período de seguimiento fue relativamente corto. 

 

Un seguimiento similar fue llevado a cabo en un grupo de 15 voluntarios adultos con infección 

crónica por T. cruzi sometidos a un esquema novedoso de tratamiento combinado secuencial 

con alopurinol seguido de benznidazol. La frecuencia de linfocitos T periféricos específicos de 

T. cruzi productores de IFN-γ se vio también significativamente afectada por el tratamiento 

combinado; observándose una disminución inmediatamente después de la administración de 

alopurinol, así como luego de la finalización del tratamiento combinado con la administración 

de benznidazol. Más aún, el tratamiento con alopurinol promovió un aumento significativo en 

el porcentaje de linfocitos T vírgenes totales en periferia, acompañado de una disminución 

significativa en los niveles de activación de la población total de linfocitos T determinada por la 

expresión del marcador de activación HLA-DR. Este fenómeno se mantuvo luego del 

tratamiento con benznidazol. Si bien ninguno de los pacientes estudiados mostró 

seroconversión completa a valores negativos durante el período de seguimiento, un análisis 
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más exhaustivo de los datos mostró que los títulos de anticuerpos específicos de T. cruzi 

disminuyeron significativamente luego de finalizado el tratamiento combinado. 

 

Estudios in vitro con una variedad de antígenos y el mitógeno PMA mostraron que el 

alopurinol ejerce un efecto directo en la activación de linfocitos T humanos. De esta forma, el 

aumento en el porcentaje de linfocitos T vírgenes totales en periferia y la disminución de la 

expresión del marcador de activación HLA-DR luego del tratamiento con alopurinol podría 

explicarse por un efecto inmunomodulador directo del alopurinol sobre el sistema inmune del 

huésped, una disminución en la carga parasitaria, o por una combinación de ambos efectos. 

El efecto antiinflamatorio del alopurinol podría ser beneficioso para prevenir el desarrollo de 

alteraciones cardiacas, previamente asociadas con el proceso de inflamación crónica en la 

enfermedad de Chagas.  

 

En conclusión, tanto el tratamiento clásico con benznidazol así como el esquema novedoso 

de tratamiento combinado secuencial con alopurinol seguido de benznidazol generaron un 

marcado impacto sobre el sistema inmune específico de T. cruzi en pacientes con 

enfermedad de Chagas crónica. Estos resultados son altamente indicativos de eficacia 

terapéutica y cura parasitológica en un conjunto sustancial de pacientes.  

 

Palabras claves: enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, Linfocitos T, benznidazol, 

alopurinol 
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EFFECT OF BEZNIDAZOLE TREATMENT ON TRYPANOSOMA CRUZI-

SPECIFIC T CELL RESPONSES IN PATIENTS IN THE INDETERMINATE 

PHASE OF CHRONIC CHAGAS DISEASE 

 

Chagas disease, caused by the intracellular protozoan parasite Trypanosoma cruzi, affects 

around 8 to 10 million people from Southern California to South America and Western Europe. 

In spite of being the most common cause of infectious cardiomyopathy in the world, few 

infected subjects receive any treatment. The major limiting factor in developing and evaluating 

potential new drugs for their efficacy is the lack of reliable tests to assess parasite burden and 

elimination.  

 

Several studies from our research group, including the present work, have demonstrated that 

T. cruzi-specific T cells in chronically T.cruzi-infected subjects display phenotypic features of 

effector/effector memory cells that lack homeostatic proliferation capability and rely on 

antigenic stimulation to remain in circulation. Therefore, it can be reasoned that changes in 

parasite-load induced by etiological treatment might be reflected in alterations of T cell 

responses. T. cruzi-specific T cells and antibodies, as well as the clinical status, were 

measured periodically over a 3-year follow-up period in 43 adult volunteers with chronic T. 

cruzi infection under treatment with benznidazole. These measurements were compared with 

pre-treatment conditions and with values in an untreated control group. The frequency of 

peripheral IFN-γ-producing T cells specific for T. cruzi declined as early as 12 months after the 

benznidazole treatment was administered and subsequently became undetectable in a 

substantial proportion of treated subjects. The shift to negative IFN-γ T cell responses was 

highly associated with an early increase in IFN-γ-producing T cells with phenotypic features of 

effector/effector memory cells in a subset of subjects. Conversely, the frequency of peripheral 
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T. cruzi-specific T cells remained relatively stable in the absence of treatment. Not surprisingly, 

given the relatively short follow-up period, in only 6 out of 43 treated subjects the results of 

conventional serological tests became negative during the follow-up period. In addition, only 3 

subjects exhibited progression in the assessment of disease severity during the follow-up 

period (2 in the benznidazole-treated group and 1 in the untreated group). 

 

A similar follow-up study was also conducted on a group of 15 adult volunteers with chronic T. 

cruzi infection who submitted to a novel combined sequential treatment with allopurinol 

followed by benznidazole. The frequency of peripheral IFN-γ-producing T. cruzi-specific T cells 

was highly affected by the combined treatment; the impact was registered early after 

allopurinol administration, as well as after the completion of the combined treatment. In 

addition, the treatment with alopurinol promoted an increase in the frequency of total 

peripheral naïve T cells and a decrease in the frequency of total T cells expressing the 

activation marker HLA-DR. These observations were sustained after the completion of the 

combined treatment with benznidazole administration. Although none of the subjects studied 

showed complete seronegative conversion during the follow-up period, the levels of T. cruzi-

specific antibodies significantly decreased after completion of the combined treatment.  

 

In vitro studies using a variety of antigens as well as mitogen showed that allopurinol exerted a 

direct effect on T cell activation. Thus, the early improvement in total naïve T cells and the 

decrease in the expression of the activation marker HLA-DR after alopurinol treatment may be 

explained either as a direct effect of allopurinol on the host immune system or by a decrease in 

parasite load, or a combination of both effects. The anti-inflammatory effect of alopurinol could 

be beneficial in preventing the development of cardiac symptoms, previously associated with 

the process of chronic inflammation in Chagas disease.   



   Abstract 
 
 
 

 

6

 

In summary, benznidazole treatment, as well as a novel combined sequential treatment with 

allopurinol followed by benznidazole, during chronic Chagas disease have a substantial impact 

on parasite-specific immune responses that is likely indicative of treatment efficacy and cure. 

 

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, T cells, benznidazole, allopurinol 
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1. INTRODUCCION 

1.1 Generalidades de la enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es producida por el protozoario 

flagelado Trypanosoma cruzi, descripto por Carlos Chagas (1879-1934) en 1909 en Minas 

Gerais, Brasil. Esta enfermedad constituye una de las causas más importantes de morbi-

mortalidad en nuestro país y el resto de Latinoamérica. Aproximadamente 8-10 millones de 

individuos están actualmente infectados por T. cruzi siendo el desarrollo de alteraciones 

cardíacas y/o digestivas, las principales manifestaciones de la enfermedad de Chagas 

(Schofield JC y col., 2006; Rassi A Jr y col., 2010; WHO, 2010). La enfermedad de Chagas es 

la causa infecciosa más frecuente de miocardiopatía dilatada a nivel mundial (Bestetti RB y 

col., 1994). 

 

Debido a los procesos intensos de migraciones internacionales, la enfermedad de Chagas ha 

alcanzado generar impacto en áreas no endémicas, como los Estados Unidos y Europa 

occidental (Bern C y col., 2007; Diaz JH, 2007; Gascon J, y col., 2007; Piron M y col., 2008). 

Se estima que 25 millones de personas se encuentran bajo riesgo de adquirir la infección por 

T. cruzi (WHO, 2010). Anualmente, se registran aproximadamente 10.000 muertes como 

consecuencia de la enfermedad (Schofield JC y col., 2006; WHO, 2010). 

 

 Los primeros casos de Chagas agudo en humanos fueron descriptos en el año 1924 en la 

Argentina, y en el año 1926 Salvador Mazza comienza a dedicarse al estudio de la 

enfermedad en nuestro país. Este investigador, registró más de mil casos de pacientes que 

padecían la infección, describiendo las formas crónicas de la enfermedad, la transmisión por 

la leche materna, la infestación con el vector Triatoma infestans en ambientes domiciliarios, y 

la infección de los animales domésticos (Mazza S, 1936a-b, 1943). Investigó también métodos 
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de diagnóstico de la infección, y realizó las primeras experiencias terapéuticas (Mazza S, 

1941). En 1935, Cecilio Romaña describió el síndrome de la picadura palpebral como signo 

de la puerta de entrada del parásito, característica de la fase aguda de la enfermedad 

(Romaña C, 1935). 

 

En la transmisión vectorial de la enfermedad de Chagas intervienen diversos factores 

sociales, culturales, económicos y ecológicos que determinan el tipo de vivienda y su relación 

con el ecosistema, favoreciendo la colonización domiciliaria del vector y la vulnerabilidad de 

las comunidades en riesgo de infección.  

 

1.2 Agente causal de la enfermedad de Chagas 

El Trypanosoma cruzi es un parásito intracelular obligado, cuyo ciclo de vida alterna entre un 

huésped invertebrado, el insecto triatomineo hematófago perteneciente a la familia 

Reduviidae, y un huésped vertebrado. El área de prevalencia de la enfermedad de Chagas se 

superpone con el área de distribución geográfica del vector, extendiéndose desde el paralelo 

40º de latitud Norte en el sur de los Estados Unidos de Norteamérica hasta el paralelo 45º de 

latitud sur en la Argentina y Chile (Zeledón R, 1972; Burkholder JE y col., 1980).  

 

El ciclo de vida del T. cruzi comprende principalmente 3 estadios de diferenciación: 

epimastigote, tripomastigote y amastigote, con formas intermedias que también han sido 

descriptas. En la naturaleza el parásito se transmite por vía vectorial o congénita de la madre 

infectada al hijo. La transmisión vectorial ocurre cuando el insecto, luego de alimentarse sobre 

el huésped vertebrado, libera tripomastigotes metacíclicos con las heces, los cuales son 

introducidos mecánicamente durante el acto de rascado en el sitio de la picadura, o penetran 

activamente a través de una herida en la piel o las mucosas. Los tripomastigotes invaden las 
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células nucleadas en el sitio de entrada al organismo y se diferencian luego a amastigote, que 

es la forma replicativa del parásito dentro de las células de mamífero. Luego de varios ciclos 

de replicación dentro del citoplasma celular, los amastigotes se diferencian a tripomastigotes, 

los que al destruirse la célula son liberados al torrente sanguíneo pudiendo infectar otras 

células nucleadas o ser ingeridos por el vector. En el vector, los tripomastigotes sanguíneos 

se transforman en epimastigotes en la región posterior del intestino. Los epimastigotes son las 

formas replicativas en el insecto vector, responsables del mantenimiento de la infección en el 

huésped invertebrado. Los epimastigotes se diferencian a tripomastigotes metacíclicos en el 

recto de los insectos, los cuales son eliminados con las heces durante, o inmediatamente 

 Después, de la alimentación, reiniciándose nuevamente el ciclo de vida de los parásitos 

(Santos- Buch CA y col., 1985; Figura I). 
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Figura I. Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi. Fuente: Centros para el Control y la Prevención de 

Enfermedades (CDC) de Estados Unidos.  

 

Diferentes estudios experimentales han demostrado que el T. cruzi es una especie 

heterogénea, y que tanto el parasitismo intracelular como el desarrollo de lesiones 

inflamatorias a nivel de los tejidos dependen del aislamiento parasitario y del huésped (Postan 

M y col., 1983 y 1987). La distribución diferencial del T. cruzi en los tejidos se corresponde 

con diferencias genéticas del parásito, evidenciada por los patrones diferenciales de kADN 

descriptos en corazón y esófago de pacientes con enfermedad de Chagas crónica que 

presentaban compromiso cardíaco y digestivo, o cardíaco o digestivo exclusivamente (Vago 

AR y col., 2000).  
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1.3 Estadios clínicos de la enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas comprende una etapa de infección aguda con un bajo índice de 

mortalidad y una etapa crónica sintomática con compromiso miocárdico y/o intestinal 

progresivo. Estas etapas clínicamente manifiestas de la enfermedad están separadas por un 

período clínicamente “silencioso” de variable duración denominado fase indeterminada, o 

asintomática.  Estas etapas son diferenciables clínica, histopatológica y parasitologicamente, 

aunque no todas ellas se presentan necesariamente en todos los individuos infectados por 

este parásito. 

 

1.3.1 Etapa aguda  

Durante el período agudo, el paciente puede permanecer asintomático, o presentar 

manifestaciones clínicas inespecíficas, como por ejemplo fiebre, temblores, vómitos, 

hepatoesplenomegalia, parasitemia y diarrea. Un bajo número de personas infectadas con T. 

cruzi, generalmente niños o adultos inmunosuprimidos, puede presentar un cuadro infeccioso 

severo con miocarditis y/o meningoencefalitis.  

 

La evidencia de puerta de entrada del parásito (chagoma de inoculación) se observa en el 75-

100% de los casos agudos sintomáticos (Bocca Tourres C, 1972; Lugones HS y col., 1979; 

Rassi A, 1979), ya sea en su forma de presentación ocular (signo de Romaña) o cutánea, 

constituyendo un elemento de alto valor diagnóstico. El parásito, en esta etapa, puede ser 

detectado mediante la examinación de muestras de sangre fresca al microscopio óptico. La 

parasitemia disminuye progresivamente, luego del desarrollo de la respuesta inmune humoral.  
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1.3.2 Etapa crónica  indeterminada o asintomática 

La mayoría de los pacientes se recupera de la fase aguda de la infección y entran en una 

etapa clínicamente silenciosa durante la cual la infección sólo puede ser sospechada por los 

antecedentes epidemiológicos de la persona y diagnosticada utilizando métodos de 

laboratorios indirectos.  

 

1.3.3 Etapa crónica sintomática  

Luego de un período asintomático de tiempo variable que puede abarcar entre 10 y 30 años, 

aproximadamente el 30% de los individuos infectados desarrolla alteraciones 

electrocardiográficas e insuficiencia cardíaca progresivas e irreversibles, características de la 

etapa crónica sintomática de la infección (Laranja FS y col., 1956; Rosenbaum MB y col., 

1964). El compromiso cardíaco es la manifestación más frecuente y de mayor importancia en 

la etapa crónica de la enfermedad de Chagas en la Argentina (Mazza S, 1949; Rosembaum 

MB y Cerisola JA, 1961; Bonet AH y col., 1968). Otras manifestaciones de la enfermedad de 

Chagas crónica observadas con menor frecuencia son los desórdenes de tipo neurológico y 

las formas digestivas (megasíndromes), las cuales son atribuidas a alteraciones del sistema 

nervioso periférico y a la destrucción de células del sistema nervioso autónomo 

respectivamente (Koberle F, 1968) y (Sica RE y col., 1986; Gonzalez Cappa SM y col., 1987; 

Losavio A y col., 1989). 

 

1.3.4 Clasificación de los pacientes con enfermedad de Chagas crónica  

Los pacientes con enfermedad de Chagas crónica pueden ser agrupados de acuerdo al grado 

de compromiso cardíaco mediante las clasificaciones descriptas por Kuschnir E, y por la “New 

York Heart Association” (Kuschnir E y col., 1985; Criteria Committee of the New York Heart 

Association, 1964). La clasificación de Kuschnir es la más difundida en nuestro país, y agrupa 
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a los pacientes con enfermedad de Chagas crónica con serología positiva para T. cruzi en 4 

grupos:  

 

-Grupo 0 (G0): pacientes asintomáticos, con electrocardiograma (ECG) y radiografía de tórax 

(Rx) normales.  

 

-Grupo 1 (G1): pacientes con alteraciones electrocardiográficas leves (por ej. bloqueo de rama 

derecha, hemibloqueo anterior o posterior, extrasístoles ventriculares polifocales o con formas 

repetitivas y taquicardia ventricular sostenida y/o fibrilación ventricular) y Rx normal.  

 

-Grupo 2 (G2): pacientes con alteraciones electrocardiográficas más severas (por ej. bloqueo 

aurículo-ventricular de 2do y 3er grado y depresión del nódulo sinusal) y cardiomegalia en la 

radiografía de tórax. 

 

-Grupo 3 (G3): pacientes con alteraciones electrocardiográficas severas, cardiomegalia y 

signos clínicos y radiológicos de insuficiencia cardíaca con evidencias de lesión miocárdica. 

 

1.4 Diagnóstico de la enfermedad de Chagas 

El diagnóstico de laboratorio para la enfermedad de Chagas se basa en ensayos que detectan 

al parásito (tripomastigotes en sangre periférica o muestras de tejido) y/o la demostración de 

anticuerpos específicos contra antígenos del mismo. Para la detección de los parásitos 

sanguíneos pueden utilizarse métodos de observación de muestras de sangre periférica al 

microscopio óptico, directamente o luego de la expansión parasitaria a través del cultivo in 

vitro, o el pasaje en insectos (xenodiagnóstico) o animales de laboratorio.  

 



   Introducción 
 
 
 

 

25

Durante la etapa aguda de la infección, los altos niveles de parásitos circulantes en sangre 

periférica permiten el diagnóstico utilizando métodos parasitológicos directos como la gota 

fresca, el Método de Strout y el microhematocrito (Strout RG, 1962). El hemocultivo (Abramo-

Orrego L y col., 1980) como método de diagnóstico parasitológico tiene buena sensibilidad en 

los casos agudos y congénitos, pero su sensibilidad es muy baja en los casos crónicos. La 

sensibilidad del xenodiagnóstico es del 100% en los casos agudos y aproximadamente del 

50% en los casos de infección crónica (Cerisola JA y col., 1974). La sangre también puede 

ser inoculada en ratones lactantes, lográndose recuperar los parásitos de la sangre o tejidos 

de estos últimos, directamente o a través del cultivo in vitro. 

 

Durante la etapa crónica de la enfermedad, los niveles de parásitos circulantes en sangre 

periférica son muy bajos y, por lo tanto, los métodos parasitológicos directos utilizados 

durante la fase aguda no son de utilidad para el diagnóstico de la enfermedad. En 

consecuencia, se utilizan generalmente métodos serológicos que se basan en la detección de 

anticuerpos contra el parásito. Los ensayos más utilizados son: hemaglutinación indirecta 

(HAI), análisis por inmunoabsorción ligado a enzimas (del inglés, enzime-linked 

immunosorbent assay, ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI). Todos estos tests están 

basados en el uso de parásitos enteros o fracciones antigénicas completas o semipurificadas 

de epimastigotes, el estadio no infectivo de T. cruzi. La normativa del Ministerio de Salud de 

nuestro país, recomienda analizar una misma muestra con 2 técnicas serológicas en paralelo 

y una tercera en caso de discordancia (Programa Nacional de Garantía de Calidad de la 

Atención Médica del Ministerio de Salud. Guías para la atención del paciente infectado con T. 

cruzi, Resolución 1870/2006 Ministerio de Salud de la Nación). Cabe destacar que, 

actualmente, distintas compañías distribuyen equipos serológicos comerciales para estudiar la 

presencia de T. cruzi en muestras biológicas (Flores-Chávez M y col., 2010).   
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1.5 Patogénesis de la enfermedad de Chagas 

Existen varias teorías en torno a la etiología de la cardiomiopatía chagásica crónica. Una de 

ellas afirma que el daño es debido a la persistencia parasitaria en los tejidos mientras que otra 

postula que se debe a un fenómeno de autoinmunidad (Tafuri WL, 1999). Esta es una 

pregunta central en la enfermedad de Chagas ya que de su respuesta depende cuales son las 

mejores estrategias para la prevención y tratamiento de la enfermedad. 

 

1.5.1 Teoría autoinmune 

Una de las principales evidencias que llevó a la postulación de la teoría autoinmune en la 

patogénesis de la miocarditis chagásica fue la dificultad para detectar parásitos en los sitios 

afectados en los individuos crónicamente infectados por T. cruzi, sugiriendo que la respuesta 

inflamatoria observada no era inducida directamente por el T. cruzi sino que estaba dirigida 

hacia otros antígenos, probablemente autoantígenos. Se postularon varias hipótesis sobre el 

mecanismo por el cual el sistema inmunológico reaccionaba hacia componentes propios, 

incluyendo el mimetismo molecular (reactividad cruzada entre antígenos del hospedador y del 

parásito; Borda ES y col., 1984; Borda ES y Sterin-Borda L, 1996; Kaplan D y col., 1997; 

Masuda MO y col., 1998; Mahler E y col., 2001; Labovsky V y col., 2007) y activación 

policlonal (Engman DM y Leon JS, 2002). En base a estas hipótesis se genera una 

desconexión entre la infección y la enfermedad de Chagas, considerándolas como entidades 

separadas.  

 

1.5.2 Teoría de la persistencia parasitaria 

En la década de los 90 resurge la hipótesis alternativa que cuestiona la validez de la hipótesis 

autoinmune. Esta hipótesis considera la persistencia de parásitos en las lesiones crónicas 

como responsables de la cardiomiopatía y postula que el daño tisular sería debido a la 
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respuesta del sistema inmune contra el parásito (Tarleton RL y col., 1997, 1999 y 2001). 

Tanto los trabajos de Vago AR y colaboradores (2000), como los Jones EM y colaboradores 

(1993), demuestran la presencia de DNA en pacientes con enfermedad de Chagas crónica, 

sólo en los órganos afectados por la enfermedad. En el trabajo realizado por Vago y 

colaboradores, el DNA del parásito fue detectado en el esófago en 4 pacientes con serología 

positiva para Chagas con megaesófago o con lesiones inflamatorias en ese órgano, pero no 

se detectó en 3 pacientes que murieron por cardiopatía chagásica sin evidencias de 

megaesófago. Jones y colaboradores describen una secuencia de ADN de 188pb del T. cruzi 

que se encontraba en el corazón de individuos infectados que presentaban al mismo tiempo 

infiltrados inflamatorios y sintomatología cardíaca concordante con la enfermedad de Chagas, 

pero no en aquellos que no presentaban inflamación. 

 

La detección de T. cruzi asociada a necrosis, infiltrados inflamatorios y fibrosis en biopsias de 

pacientes con enfermedad de Chagas crónica utilizando técnicas de inmunohistoquímica y 

PCR, así como también la fuerte relación entre los focos inflamatorios y la presencia de ADN 

y/o antígenos parasitarios demostrada en el modelo murino experimental, indican el rol 

determinante que éste tiene en el desarrollo de las lesiones cardíacas y digestivas (Oliveira 

Almeida H de y col., 1984; d`Avila Reis D y col., 1993; Higuchi MD y col., 1997; Olivares-

Villagomez D y col., 1998; Zhang L y Tarleton RL, 1999; Schijman AG y col., 2004). Estos 

estudios sugieren que a pesar de que el número de parásitos en los pacientes con 

enfermedad de Chagas crónica es bajo, el daño potencial que pueden provocar con el 

transcurso del tiempo es comparable a las cantidades de parásitos presentes durante la etapa 

aguda. Esta hipótesis es también apoyada por el hecho de que los tratamientos capaces de 

reducir la carga parasitaria poseen una buena correlación con la disminución de la progresión 

de la enfermedad (Andrade ZA, 1991; Almeida DR y col., 1996; Viotti R y col., 1994 y 2006), 
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mientras que tratamientos inmunosupresores que aumentan los niveles de parasitemia 

causan exacerbación de la enfermedad (Andrade ZA y col., 1987; Tarleton RL y col., 1994; 

Altclas J y col., 2005; Bacal F y col., 2010; Silva AE y col., 2010). Esta correlación es también 

evidente en modelos animales con deficiencias genéticas en los cuales una mayor eficacia en 

la respuesta inmune antiparasitaria lleva a la disminución del parasitismo tisular y reduce la 

severidad de la enfermedad crónica (Tarleton RL y col., 2000). La combinación de datos 

surgidos de la infección humana y a partir del modelo murino refuerzan el concepto de la 

presencia de los parásitos como responsable de la cardiomiopatía desarrollada en la 

enfermedad de Chagas crónica. 

 

La hipótesis de la persistencia parasitaria como causa de la patología implica que la 

cardiomiopatía chagásica crónica podría tratarse como una enfermedad infecciosa y que las 

drogas parasiticidas deberían administrarse en las etapas aguda y crónica de la enfermedad. 

Además, esta teoría sostiene que la cardiomiopatía no puede tratarse como una enfermedad 

autoinmune, ya que el empleo de drogas inmunosupresoras que son comúnmente usadas 

para tratar desórdenes autoinmunes, podrían generar reactivación de la parasitemia 

incrementando la severidad de la enfermedad (Andrade ZA y col., 1987 y 1997).  

A pesar de las evidencias a favor de la teoría de la persistencia parasitaria, no se descarta 

totalmente la existencia de la respuesta inmune hacia antígenos propios y su importancia en 

el desarrollo de la enfermedad.  

 

1.5.3 Otras teorías 

Otros mecanismos propuestos para explicar el desarrollo de la cardiomiopatía chagásica 

crónica son los trastornos de la microcirculación (Morris S y col., 1990; Dos Santos Andrade E 

y col., 2011; Prado CM y col., 2011) y la denervación del sistema nervioso autónomo (Koberle 
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F y Alcantara FC, 1960). La naturaleza focal de la necrosis miocitolítica asociada con fibrosis 

intersticial e infiltrados inflamatorios mononucleares y las alteraciones microvasculares 

descriptas sugieren que la microvasculatura está involucrada en la patogénesis de la 

enfermedad (Rossi MA y col., 1984; Morris S y col., 1990). Por otro lado, en la enfermedad de 

Chagas se ha descripto una reducción del número de neuronas de los sistemas simpático y 

parasimpático (Koberle F y Alcantara FC, 1960). La destrucción neuronal que compromete al 

sistema nervioso parasimpático es la que tiene peores consecuencias funcionales. Estas 

alteraciones son más evidentes en la fase crónica de la enfermedad, pero la llamada 

neurólisis comienza ya en la fase aguda. Este proceso puede destruir hasta el 80% de las 

estructuras nerviosas del corazón y una gran proporción de las neuronas del plexo mientérico 

de Auerbach (Caeiro T, 1994). 

 

1.6 Tratamiento etiológico de la enfermedad de Chagas 

A pesar del tiempo transcurrido desde el descubrimiento de la enfermedad de Chagas, aún no 

se dispone de una quimioterapia eficaz para el tratamiento de la misma. Hasta el momento no 

existe una droga ideal, la cual debería actuar exclusivamente sobre el parásito, sin producir 

reacciones adversas secundarias, por lo que el tratamiento tiene la limitación de la toxicidad 

de la droga.  

 

1.6.1 Benznidazol y nifurtimox 

Desde 1930 se han investigado una gran cantidad de compuestos, pero los únicos que 

superaron la etapa clínica fueron el nifurtimox (Lampit, Bayer), un nitrofurano cuya producción 

ha sido discontinuada a partir de 1990 y el benznidazol (Radanil, Roche), un nitroimidazol 

(Boainain E y Rassi A, 1979). La acción anti parasitaria del nifurtimox se explican a través de 

su reducción intracelular dando origen al radical nitro anión (R-NO2
-), el cual entra en un ciclo 
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redox generando O2
- y H2O2. La presencia de radicales libres es letal para el T. cruzi, ya que 

éste no posee los mecanismos necesarios para su eliminación. La acción parasiticida del  

benznidazol sería debida a la producción de metabolitos reducidos del grupo nitro, los cuales 

se unirían covalentemente a macromoléculas celulares. Ambas drogas reducen las 

concentraciones de glutatión, tripanotiona y glutationil espermidina, tres compuestos 

involucrados en el mantenimiento del equilibrio redox intracelular de tripanosomátidos (Maya 

JD y col., 1997). 

 

Estas drogas son eficaces en la etapa aguda de la infección, observándose altos porcentajes 

de seroconversión negativa por la eliminación total del parásito (Russomando G y col., 1998). 

Sin embargo, poseen las desventajas de presentar  efectos adversos y variabilidad en su 

eficacia terapéutica, pudiendo esto último relacionarse con la susceptibilidad o resistencia de 

la cepa de T. cruzi infectante (Stoppani A, 1999). 

 

En la Argentina, luego que la Autoridad de Regulación del Ministerio de Salud aprobó al 

nifurtimox y al benznidazol como drogas contra el T. cruzi, se dictó la Norma para su 

aplicación. Esta Norma recomendaba el tratamiento de los casos Agudos de la enfermedad 

de Chagas (MSAS, Argentina 1983). 

 

Existen evidencias que demuestran que las posibilidades de alcanzar la cura con el 

tratamiento etiológico son altas en individuos en años tempranos de vida con infección por T. 

cruzi. Ensayos clínicos aleatorizados controlados por placebo han demostrado que estos 

individuos toleran tratamientos más prolongados con benznidazol y muestran altos índices de 

cura, alcanzándose aproximadamente un 60% de seroconversión a valores negativos (de 

Andrade AL y col., 1996; Sosa Estani S y col., 1998). De esta forma, la Norma original fue 
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revisada y se aprobó un Nuevo procedimiento (MSAS, Argentina 1999), en donde se 

recomendó el tratamiento en los siguientes casos: a) toda persona durante la fase aguda de la 

infección, b) niños y adolescentes en la fase crónica indeterminada hasta catorce años de 

edad; c) donantes o receptores infectados en transplantes de órganos (Sosa Estani S y 

Segura EL, 1999). En el caso de los enfermos crónicos adultos no existe una normativa que 

recomiende el tratamiento, quedando el mismo a discusión entre el médico y el paciente. En 

otras guías internacionales como la del CDC de los Estados Unidos, se  contempla además 

que el tratamiento es recomendado a pacientes adultos hasta 50 años de edad y sería 

opcional en aquellas personas mayores a 50 años. 

 

Durante mucho tiempo se cuestionó la eficacia del tratamiento antiparasitario en pacientes 

adultos en la etapa  crónica de la infección. Si bien existen evidencias clínicas, serológicas y 

parasitológicas que demuestran los beneficios del tratamiento etiológico en estos pacientes 

(Cerisola JA y col., 1977; Viotti R y col., 1994 y 2006; Castro MA y col., 2006; Fabbro DL y 

col., 2007), estos trabajos han sido criticados por no ser aleatorizados y controlados con 

placebo. En el caso de los enfermos con enfermedad de Chagas crónica adultos no existe 

una normativa que recomiende el tratamiento, quedando el mismo a discusión entre el médico 

y el paciente. En la actualidad se están llevando a cabo dos ensayos clínicos doble ciego 

aleatorizados controlados por placebo para evaluar la eficacia terapéutica del  benznidazol en 

pacientes en la fase crónica de Chagas. El BENEFIT (BENznidazole Evaluation for 

Interrupting Trypanosomiasis) es un estudio multicéntrico llevado a cabo por los Institutos de 

Investigación en Salud de Canadá en colaboración con la Organización mundial de la Salud y 

numerosos investigadores de América Latina que involucra 3000 pacientes con enfermedad 

de Chagas crónica con alteraciones cardíacas prexistentes (Marin-Neto y col., 2008). Este 

ensayo implica un seguimiento longitudinal de 5 años con determinación de datos clínicos, 
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serológicos y PCR cualitativa y cuantitativa con finalización prevista para el 2011. Por otro 

lado, en el Departamento de Clínica, Patología y Tratamiento del Instituto Nacional de 

Parasitología “Dr. Mario Fatala Chaben”, Argentina, se lleva actualmente a cabo el estudio 

TRAENA (TRAtamiento etiológico con benznidazol EN pacientes Adultos con enfermedad de 

Chagas crónica) que involucra 713  pacientes con enfermedad de Chagas crónica de todos 

los estadios clínicos de la clasificación de Kuschnir. El ensayo también implicó el registro de 

datos clínicos, serológicos y de PCR cualitativa en seguimientos longitudinales.  

 

1.6.2 Alopurinol 

El alopurinol es el inhibidor de xantina oxidasa de mayor disponibilidad en el mercado. El 

alopurinol es rápidamente oxidado in vivo dando lugar a su metabolito activo, oxipurinol. 

Ambas moléculas actúan como análogos de hipoxantina e inhiben irreversiblemente a la 

xantina oxidasa, promoviendo una inhibición en la producción de ácido úrico a partir de 

xantina e hipoxantina. La acumulación de estos dos últimos compuestos promueve, en última 

instancia, una disminución en la producción de purinas (Elion GB, 1989; Pacher P y col., 

2006).  

 

Desde su aprobación por la “Administración de Drogas y Alimentos” de los Estados Unidos en 

1966, el alopurinol ha sido ampliamente utilizado para el tratamiento de la hiperuricemia o 

enfermedad de la gota. Sin embargo, esta droga presenta un amplio rango de posibles 

blancos terapéuticos, incluyendo afecciones crónicas renales, afecciones debidas a isquemia 

y reperfusión, afecciones cardíacas isquémicas, hipertensión, insuficiencia cardíaca crónica, 

disfunción del endotelio vascular, uveítis inducida por el cristalino, y quimioterapia de 

enfermedades infecciosas como leishmaniasis (Pacher P y col., 2006; George y Struthers, 

2009 Augustin y col., 1994a, 1996b; Harzallah y col., 2010).   
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A diferencia del ser humano, el T. cruzi no posee la capacidad de sintetizar purinas de novo. 

Por esta razón, el alopurinol ha sido postulada como posible droga para el tratamiento de la 

infección por T. cruzi. Trabajos en cultivos celulares (Berens RL y col., 1982; Nakajima-

Shimada y col., 1996) y en ratones (Avila JL y col., 1981; Gobbi P y col., 2007, 2010) han 

demostrado la eficacia del tratamiento con alopurinol en la infección experimental con T. cruzi. 

Sin embargo las observaciones son mas controversiales en el caso del tratamiento de la fase 

crónica de la infección humana por T. cruzi. En un estudio que involucró a 307 pacientes con 

enfermedad de Chagas crónica, Gallerano RH y colaboradores observaron a través de 

evidencias clínicas, serológicas y parasitológicas, una eficacia similar del tratamiento con 

alopurinol (600 o 900mg/día por 60 días) en comparación con nifurtimox y benznidazol, 

alcanzando altos niveles de descenso en la parasitemia determinada por xenodiagnosis 

(Gallerano RH  y col., 1990). El alopurinol también fue utilizado con éxito para el tratamiento 

de reactivaciones de la enfermedad de Chagas en pacientes transplantados (Tomimori 

Yamashita J y col., 1997). En este caso, el tratamiento con alopurinol previno el desarrollo de 

reactivaciones posteriores y no se registraron xenodiagnósticos y hemocultivos positivos 

luego de varios años de seguimiento, a pesar de mantenerse el régimen de inmunosupresión. 

Apt W y colaboradores utilizaron el alopurinol (8.5 mg/Kg de peso corporal/día por 60 días) 

para tratar 104 pacientes con enfermedad de Chagas crónica. En un seguimiento de 4 años 

con evaluación de datos clínicos, serológicos y parasitológicos, estimaron un 44% de cura 

parasitológica y observaron un 36.5% de reversión de sintomatología cardíaca leve (Apt W y 

col., 1998). Sin embargo, en un trabajo posterior con un seguimiento mas prolongado (11 

años) estos mismos investigadores observaron que el impacto del tratamiento con alopurinol 

no era tan significativo (Apt W y col., 2005). Por último, más recientemente, Rassi A y 

colaboradores, en un estudio con 35 pacientes con enfermedad de Chagas crónica habitantes 

de zona endémica, observaron que el tratamiento con alopurinol (900mg/día por 60 días) no 
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promovió disminución en los títulos serológicos ni en el número de pacientes con 

xenodiagnosis positivo en seguimiento de 2 años. 

   

1.6.3 Biomarcadores de impacto del tratamiento etiológico en la enfermedad de Chagas 

Para evaluar la respuesta al tratamiento contra la enfermedad de Chagas, se recomienda 

utilizar la combinación diagnóstica, clínica, inmunoserológica y parasitológica, teniéndose en 

cuenta para determinar su eficacia, la ausencia del parásito, la disminución significativa de la 

concentración de anticuerpos o la negativización de la serología (Sosa Estani S y Segura EL, 

1999). Sin embargo, presentan la desventaja de requerir tiempos de seguimiento muy 

prolongados, de hasta décadas, en individuos con infección crónica para evidenciar alguna 

alteración (Viotti R y col., 1994 y 2006, Fabbro DL y col., 2007). Este factor ha limitado en 

gran medida el desarrollo de tratamientos alternativos y la evaluación de la eficacia de las 

drogas actualmente disponibles. 

 

Investigaciones recientes han apuntado a la identificación de biomarcadores alternativos con 

mayor sensibilidad que la serología convencional y los métodos parasitológicos directos para 

evaluar la eficacia del tratamiento etiológico en la fase crónica de la infección por T. cruzi. 

Desde 1989 se han desarrollado técnicas basadas en la amplificación de material genético del 

parásito aplicando la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Moser y col., 

1989 y Britto C, 2009). El diagnóstico por PCR consiste en la detección de ADN del parásito 

en muestras de sangre periférica, de tejidos, así como también de preparados histológicos. 

Debido a la especificidad de las secuencias del T. cruzi que se amplifican, la sensibilidad de la 

técnica es muy alta, habiéndose calculado que puede detectar la presencia de un solo 

parásito en diez mililitros de sangre (Avila y col., 1991; Britto C y col., 1993). Así mismo, 



   Introducción 
 
 
 

 

35

existen disponibles métodos de PCR cuantitativa para evaluar muestras de sangre periférica 

en humanos (Duffy T y col., 2009).  

 

A pesar de su potencial, los métodos basados en las técnicas de PCR han mostrado gran 

variabilidad con respecto a los niveles de sensibilidad y especificidad debido a distintos 

factores técnicos, como el volumen de la muestra tomada, las condiciones de 

almacenamiento de la muestra, los métodos utilizados para aislar el material genético, la 

variabilidad genética de las distintas poblaciones de parásitos, los cebadores utilizados en la 

reacción de PCR así como los blancos elegidos, los reactivos utilizados y las condiciones en 

el ciclo de temperaturas en la reacción de PCR (Britto C., 2009). Así, se han observado con 

frecuencia resultados falso negativos, debido a la presencia de contaminantes en la muestra 

capaces de inhibir la reacción de PCR, así como resultados falso positivos, debido a la 

contaminación de la muestra con material genético del parásito.  

 

Debido a estos inconvenientes, actualmente se están realizando esfuerzos mediante un 

consorcio internacional que involucra a distintos países de América y Europa con el objetivo 

de estandarizar las técnicas de PCR para su aplicación como criterio válido de diagnóstico 

(Schijman AG y col., 2011). Este esfuerzo ha demostrado que la técnica de PCR es capaz de 

detectar material genético de T. cruzi en aproximadamente 60% de los pacientes adultos con 

enfermedad de Chagas crónica con serología convencional positiva en habitantes de zonas 

endémicas de la infección, evidenciando la limitación de esta técnica para evaluar la fase 

crónica de la enfermedad y que cursa con baja parasitemia en estos pacientes. En este 

sentido, Murcia L y colaboradores (2011) han mostrado que el porcentaje de detección de 

pacientes con enfermedad de Chagas crónica mediante la técnica de PCR disminuye a 

medida que aumenta la edad del paciente y el tiempo de vida en zonas no endémicas. En 
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este trabajo se observó que todos aquellos pacientes con PCR positiva previo al tratamiento 

(68% en un grupo de 181 pacientes) mostraron resultados negativos para la PCR 90 días 

después de recibir el tratamiento con benznidazol (Murcia L y col., 2011). A modo de 

contraejemplo, un estudio con 80 pacientes con enfermedad de Chagas crónica mostró que 

previo al tratamiento todos los pacientes fueron positivos para la PCR, mientras que sólo 11% 

de los pacientes tratados con benznidazol mostraron una negativización de la PCR 

(Fernandes CD y col., 2009). Es importante destacar que la PCR mostró una muy buena 

sensibilidad para el diagnóstico y el monitoreo del tratamiento en casos de infección congénita 

por T. cruzi transmitida de madre a hijos recién nacidos (Schijman AG y col., 2003).   

 

Otra serie de biomarcadores alternativos involucra proteínas recombinantes obtenidas a partir 

del parásito utilizadas en técnicas serológicas no convencionales. En 1979, Krettli AU y 

colaboradores identificaron anticuerpos con capacidad funcional de activar la lisis de 

tripomastigotes mediada por el sistema del complemento, denominados anticuerpos líticos 

(Krettli AU y col., 1979). Estos anticuerpos reconocen una glicoproteína de anclaje a 

membrana celular denominada gp160 que fue clonada para ser utilizada en ensayos de 

ELISA (Krettli AU, 2009). A diferencia de los anticuerpos que reconocen parásitos enteros o 

fracciones antigénicas completas o semipurificadas de epimastigotes utilizadas en las 

serologías convencionales, los anticuerpos líticos descendieron en paralelo con el 

xenodiagnóstico en pacientes con enfermedad de Chagas crónica luego del tratamiento con 

drogas parasiticidas (Krettli AU y col., 1982). Asimismo, se han desarrollado técnicas basadas 

en citometría de flujo capaces de detectar estos anticuerpos (FC-ALTA) (Martins-Filho OA y 

col., 1995). La técnica de FC-ALTA, así como una técnica derivada de esta, FC-AFEA, fueron 

aplicadas recientemente para evaluar la presencia de anticuerpos específicos de T. cruzi en 

44 pacientes con enfermedad de Chagas crónica asintomáticos o con leves manifestaciones 
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cardíacas, 5 años postratamiento con benznidazol, evidenciando descensos significativos de 

anticuerpos en 4-13% de los pacientes tratados (Wendling AP y col., 2011).  

 

En 1994, Leguizamón MS y colaboradores describieron un ensayo de inhibición de la 

actividad de las trans-sialidasas de T. cruzi (TIA) para detectar anticuerpos específicos del 

parásito en individuos adultos con enfermedad de Chagas crónica. El ensayo demostró ser 

altamente sensitivo y específico, capaz de detectar anticuerpos específicos de T. cruzi en 

individuos considerados curados luego del tratamiento (Leguizamón MS y col., 1997). Sosa 

Estani S y colaboradores evidenciaron un marcado impacto del tratamiento con benznidazol 

en niños con enfermedad de Chagas crónica evidenciando un 60% de seroconversión 

mediante la detección de anticuerpos específicos para la proteína recombinante fijadora de 

calcio del flagelo de T. cruzi (F29) con la técnica de ELISA (Sosa Estani S y col., 1998) y la 

disminución significativa en los niveles de P-selectina soluble (un marcador de activación 

endotelial) en estos niños (Laucella SA ycol., 1999).  

 

Durante la infección con T. cruzi se generan anticuerpos capaces de reaccionar contra 

moléculas propias del huésped, en particular, receptores adrenérgicos y muscarínicos en 

músculo cardíaco (Ferrari I y col., 1995; Borda ES y Sterin-Borda L, 1996), Ribeiro AL, 2001, 

2007; Labovsky V y col., 2007). Recientemente,  Cutrullis RA y colaboradores observaron un 

notable descenso en los niveles deanticuerpos específicos del receptor muscarínico M2 en 

niños tratados con benznidazol, registrándose a tiempos tan tempranos como 6 meses 

postratamiento.. Este resultado se acompañó de un descenso en los niveles de IFN-γ en 

suero (Cutrullis RA y col., 2011). En otro estudio,  Fabbro DL y colaboradores mostraron una 

reducción significativa de los niveles de anticuerpos específicos para la proteína ribosomal 

P2β de T. cruzi (Lopez Bergami P y col., 2001) en un grupo de 198 pacientes con enfermedad 
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de Chagas crónica luego del tratamiento con benznidazol o nifurtimox (Fabbro DL y col., 

2011).  En el 2008, Cooley G y colaboradores introdujeron una serología no convencional 

denominada multiplex basada en la detección de anticuerpos específicos de un amplio panel 

de proteínas recombinantes derivadas de T. cruzi.  El ensayo de multiplex demostró 

evidenciar descensos significativos en los niveles de anticuerpos específicos de T. cruzi a 

tiempos tan tempranos como 2-6 meses postratamiento con benznidazol en pacientes adultos 

con enfermedad de Chagas crónica (Viotti R y col., 2011). De manera similar, Fernández-

Villegas A y colaboradores observaron un descenso significativo en los títulos de anticuerpos 

específicos de  4 proteínas recombinantes derivadas de T. cruzi en pacientes adultos con 

enfermedad de Chagas crónica a tiempos tempranos, entre 6-9 meses postratamiento con 

benznidazol (Fernández-Villegas A y col., 2011). 

 

1.7 Generalidades de la respuesta inmunológica mediada por linfocitos T 

El desarrollo de una enfermedad infecciosa en un individuo involucra interacciones complejas 

entre el huésped y el microorganismo invasor. Las reacciones de defensa del huésped frente 

al microorganismo son numerosas y variadas, involucrando mecanismos efectores de la 

respuesta inmune innata y adaptativa, que responden de manera distinta y especializada 

según el tipo de patógeno que invade al huésped (por ejemplo, intracelular o extracelular). La 

patogenicidad y persistencia del microorganismo son críticamente influenciadas por la 

efectividad de la respuesta inmune del huésped, y por la habilidad del microorganismo para 

evadir o resistir los mecanismos efectores del sistema inmune. 

 

La respuesta inmune innata proporciona las primeras líneas de defensa frente a los 

microorganismos y es capaz de responder rápidamente frente a una infección. Los principales 

componentes de la respuesta innata son: a) barreras físicas y químicas, como por ejemplo el 
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epitelio y sustancias antimicrobicidas producidas por la superficie epitelial, b) células 

fagocíticas (neutrófilos, macrófagos), c) proteínas de la sangre que incluyen componentes del 

sistema de complemento y otros mediadores inflamatorios, y d) citocinas proinflamatorias, que 

regulan y coordinan varias de las actividades de las células del sistema innato. Los 

mecanismos de la inmunidad innata son dirigidos a estructuras comunes a grupos de 

microorganismos relacionados, sin capacidad para distinguir diferencias sutiles entre las 

sustancias “extrañas”. Estas estructuras son denominadas, en su conjunto, “patrones 

moleculares asociados a patógenos” (PAMP) y son reconocidas por variados “receptores de 

reconocimiento de patrones” (PRR) propios de los componentes celulares del sistema inmune 

innato (Fainboim L y Geffner J, 2011). La respuesta inmune adaptativa, cuyos componentes 

centrales son los linfocitos B y T, se desarrolla luego de la respuesta innata, siendo una de 

sus principales características la especificidad antigénica y la generación de memoria 

inmunológica. Centrándonos en los linfocitos T, esta respuesta inmune en los mamíferos 

involucra la selección, diferenciación, proliferación de los linfocitos T vírgenes (linfocitos que 

nunca han tenido un encuentro con el antígeno), diferenciación a células efectoras, 

eliminación de estas últimas (o contracción de la respuesta inmune) para el mantenimiento de 

la homeostasis y la generación de linfocitos T de memoria (Dutton RW y col., 1998; Sprent J). 

Estas diferentes subpoblaciones de linfocitos T pueden ser distinguidas fenotípica y 

funcionalmente por la expresión de diferentes marcadores de superficie o intracelulares 

(Amyes E y col., 2003; Appay V y col., 2002). 

 

Tanto la fase de inducción como la efectora de las respuestas de los linfocitos T son 

desencadenadas por el reconocimiento específico de antígenos. La especificidad de la 

selección se debe a la interacción del receptor de linfocitos T (TCR) con péptidos derivados 

del patógeno, que son presentados en el contexto de las moléculas del complejo mayor de 
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histocompatibilidad (MHC) de clase I y II (MHC-I y II) en superficie celular. Prácticamente 

todas las células nucleadas del organismo son capaces de llevar a cabo presentación 

antigénica en el contexto de MHC-I. El repertorio celular capaz de presentar en el contexto 

MHC-II es más limitado; a estas células se las denomina presentadoras de antígeno 

profesionales e incluyen principalmente las células dendríticas, los fagocitos mononucleares y 

los linfocitos B, siendo las primeras las más eficaces en  activar linfocitos T vírgenes. Las 

células presentadoras de antígeno procesan las proteínas derivadas del espacio extracelular 

o del citosol de la propia célula convirtiéndolas en péptidos, los cuales son expuestos en la 

superficie celular en asociación con las MHC I y II y presentados a los linfocitos T.  Los 

linfocitos T específicos para un determinado antígeno existen en muy baja frecuencia en los 

huéspedes que nunca han estado expuestos al mismo. Durante el primer encuentro con el 

microorganismo, los linfocitos con receptores T específicos para antígenos derivados del 

microorganismo son seleccionados y se produce una expansión clonal de los mismos, que 

culmina con el aumento de la frecuencia de aquellos linfocitos T específicos del antígeno que 

promovió la activación y la adquisición de las funciones efectoras por los linfocitos T. En caso 

de derivar en una respuesta efectiva, promoverá a la eliminación del antígeno que disparó la 

activación. Posteriormente, la población T específica disminuye su frecuencia mediada por 

procesos de apoptosis (fase de contracción), recuperando su estado basal de reposo 

(homeostasis). En infecciones virales se ha demostrado que la magnitud de la población de 

linfocitos T efectores está directamente relacionada con la carga antigénica (Murali-Krishna K 

y col., 1998; Badovinac VP y col., 2002). En cambio, la fase de contracción parecería ser 

independiente de la carga antigénica inicial o la persistencia del antígeno (Badovinac VP y col, 

2002). Luego del encuentro con un antígeno, se genera una población de linfocitos T de 

memoria capaz de montar una respuesta rápida ante un segundo encuentro con el mismo 

patógeno (Figura II). 
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Figura II. Fases de la respuesta inmune ad aptativa en una infección viral hipotética.  Los linfocitos 

T específicos de antígeno sufren una expansión clonal durante la primera fase en presencia del 

antígeno. Al producirse la eliminación del virus, la población celular expandida se contrae y el número 

de linfocitos T específicos disminuye, siendo eliminados por el mecanismo de muerte celular 

programada (apoptosis). Luego de la fase de contracción, el número de linfocitos T específicos del 

antígeno se estabiliza (fase de memoria) manteniéndose por un largo período de tiempo. Modificado 

de Kaech SM y col., 2002.  

 

1.8 Caracterización de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T 

1.8.1 Linfocitos T vírgenes, efectores y de memoria 

Las poblaciones de linfocitos T vírgenes, efectores y de memoria pueden caracterizarse 

fenotípica y funcionalmente a través de la expresión de varios de los siguientes marcadores 

(Harari A y col., 2006; Appay V y col., 2008; Seder RA y col., 2008): 

  

CD45R: fosfatasa de transmembrana involucrada en la regulación de señales a través del 

TCR. Existen 2 isoformas, CD45RA y CD45RO que se forman por splicing alternativo de los 

exones amino terminal A, B y C. La isoforma CD45RA es la de mayor peso molecular ya que 

contiene a los exones A y B y/o C mientras que la isoforma CD45RO no contiene ninguno de 
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estos 3 exones. La activación del linfocito T induce el cambio de expresión de la isoforma 

CD45RA a CD45RO, la cual es reversible (Streuli M y col., 1987; Sanders M y col., 1988). 

 

CD28: receptor de membrana que pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas y se une a 

los ligandos B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86) que son expresados por las células presentadoras de 

antígeno. Es un potente transductor de señales coestimulatorias actuando sobre la 

proliferación celular, secreción de IL-2, sobrevida, y adquisición de funciones efectoras. Una 

estimulación prolongada de los linfocitos T lleva a la pérdida de la expresión de este receptor, 

tanto en los linfocitos T CD4+ y CD8+ (June C y col., 1994; Linsley PS y col., 1993). 

 

CD27: receptor de membrana que pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral 

(TNF) y que se une al ligando CD70, expresado por los linfocitos activados y las células 

dendríticas. Promueve la generación de linfocitos T efectores y de memoria y la adquisición 

de funciones efectoras. Como ocurre con el CD28, una estimulación prolongada de los 

linfocitos T CD4+ y CD8+ lleva a la pérdida de la expresión del receptor (Goodwin RG y col., 

1993; de Jong R y col., 1992). 

 

CD62L: miembro de la familia selectina de las moléculas de adhesión celular, la cual está 

involucrada en la migración de los linfocitos hacia los órganos linfáticos secundarios a través 

de la interacción con 6-sulfo-Lewis X , altamente expresado en las vénulas del endotelio alto. 

Cuando una célula virgen es activada, este marcador es rápidamente eliminado y se 

expresaría nuevamente al generarse los linfocitos T de memoria central (Wherry EJ y col., 

2003; Springer TA y Lasky LA, 1991; Kannagi R, 2002). 
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CCR7: receptor de las quimiocinas CCL19 y CCL21, expresadas en los órganos linfáticos 

secundarios. La estimulación mediada por estas quimiocinas promueve aumentos marcados 

en la afinidad de integrinas y, por consiguiente, la firme adhesión al endotelio vascular y la 

iniciación de la extravasación leucocitaria (Campbell y col., 2001a). Es importante recalcar 

que son necesarias ambas moléculas, CD62L y CCR7, para la migración de linfocitos T a 

órganos linfáticos secundarios. 

 

CD122: Cadena β de los receptores de las citocinas IL-2 e IL-15. La IL-15 es una citocina 

central en la homeostasis de linfocitos T de memoria (ver apartado siguiente de esta 

Introducción). 

 

CD127: Cadena α del receptor de IL-7. La IL-7 es una citocina central en la homeostasis de 

linfocitos T de memoria (ver apartado siguiente de esta Introducción). 

 

KLRG-1 : Del inglés, Killer cell lectin-like receptor subfamilia G member. Esta molécula 

identifica linfocitos T con experiencia antigénica previa y baja capacidad proliferativa, pero 

capaces de mediar funciones efectoras inmediatas (Voehringer D y col., 2002). Modelos 

murinos demostraron que estimulaciones antigénicas repetitivas promueven un aumento en la 

expresión de KLRG-1 en linfocitos T (Thimme R y col., 2005). Asimismo, La expresión de 

KLRG-1 en linfocitos T específicos de antígeno es mucho menor en aquellas infecciones 

donde el antígeno es totalmente eliminado en comparación con infecciones persistentes 

(Ibegbu  C y col., 2005; Thimme R y col., 2005). Estos resultados implican que los niveles de 

expresión de KLRG-1 están relacionados con el número de ciclos de estimulación del receptor 

de linfocitos T. 
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Los linfocitos T vírgenes humanos se caracterizan por expresar los marcadores CD45RA, 

CCR7, CD62L, CD27 y CD28. La activación de una célula virgen resulta en la pérdida del 

marcador CD45RA para expresar la isoforma CD45RO+. La pérdida de la expresión del 

marcador CD45RA y la expresión del marcador CD45RO caracterizan a la subpoblación de 

linfocitos T efectores y de memoria, ya que se ha demostrado que los precursores de las 

células específicas para un antígeno están muy incrementadas en esta subpoblación 

comparado con la población de linfocitos vírgenes (Merkenschlager M y Beverley PC, 1989; 

Hamann D y col., 1997). La subpoblación de linfocitos T de memoria CD45RO+ o CD45RA- es 

muy heterogénea con respecto a la expresión de marcadores de superficie, como por ejemplo 

CD27, CD28, CCR7 y CD62L. En las etapas finales de diferenciación, estas células re-

expresan el marcador CD45RA+ por un mecanismo que no se ha esclarecido, y pierden los 

marcadores CD27, CD28, CCR7 y CD62L, constituyendo la población de células totalmente 

diferenciadas o terminales.  

 

El significado exacto de cada una de las subpoblaciones celulares es aún desconocido. Por 

ejemplo, la subpoblación de células totalmente diferenciadas fue denominada efectora en 

base a la expresión de altos niveles de la molécula perforina y una fuerte actividad citolítica, 

funciones detectadas en ensayos de liberación de cromo ex vivo. Sin embargo, estos 

hallazgos han sido cuestionados por trabajos que demuestran que no hay diferencias en la 

actividad citolítica entre esta subpoblación y la subpoblación de células con fenotipo de 

memoria menos diferenciado (CD27+CD28+), ya que también pueden expresar perforina 

(Hislop AD y col., 2001; Mueller YM y col., 2001). Otros investigadores proponen que la 

subpoblación de células totalmente diferenciadas representan células envejecidas y 

senescentes, ya que por ejemplo, presentan reducida capacidad proliferativa, telómeros 
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cortos y expresan el marcador de senescencia CD57 (Sadat-Sowti B y col., 1994; Effros RB, 

2003; Wherry EJ y Ahmed R, 2009; Akbar AN y Henson SM, 2011).  

 

1.8.2 Linfocitos T de memoria central y memoria efectora 

Estudiando la expresión conjunta de los marcadores CCR7 y CD62L en la población de 

linfocitos de memoria CD45R0+, se han definido 2 subpoblaciones llamadas memoria central 

(CD62L+CCR7+) y memoria efectora (CD62L–CCR7–) que poseen propiedades funcionales 

diferentes (Sallusto F y col., 1999). La subpoblación de memoria central tiene la capacidad de 

migrar a los órganos linfáticos secundarios y recircular; luego de ser estimuladas por el 

antígeno, producen IL-2, pero poco IFN- γ, IL-4 o IL-5. Por el contrario, la subpoblación de 

memoria efectora (CD62L–CCR7–) migra a órganos periféricos no linfáticos y al ser estimulada 

produce rápidamente citocinas efectoras como IFN- γ e IL-4, pero no IL-2. De esta manera las 

células con capacidad de migrar hacia los tejidos periféricos serían capaces de montar una 

rápida respuesta efectora, logrando controlar rápidamente al agente invasor, determinando, 

así, una primera línea de defensa. Los linfocitos T de memoria central migrarían 

preferencialmente a los órganos linfáticos secundarios donde estimularían las células 

dendríticas y células B y/o generarían una segunda respuesta de linfocitos T efectores 

(Woodland DL y Kohlmeier J E, 2009; Sallusto F y col., 2010). Los linfocitos T de memoria 

central y memoria efectora difieren también con respecto a su capacidad de sobrevida en 

ausencia de estímulo antigénico. La población de linfocitos T de memoria central se mantiene 

relativamente constante a través de una proliferación homeostática controlada por las 

citocinas IL-7 e IL-15 (Surh CD y Sprent J, 2008). Actuando a través de sus respectivos 

receptores en membrana celular, la IL-7 media señales de supervivencia que previenen la 

apoptosis, mientras que la IL-15 promueve una baja tasa de proliferación permitiendo que la 

población de linfocitos T de memoria central mantenga un número constante de células en 
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ausencia de antígeno. A pesar de expresar niveles variables del receptor de IL-7 que previene 

la apoptosis y aumentan la supervivencia, se sabe que los linfocitos T de memoria efectora no 

presentan capacidad de proliferación homeostática (Wherry EJ y col., 2003a). Se plantea que 

esta población es mantenida en número constante gracias a una baja tasa de diferenciación 

de linfocitos T de memoria central a linfocitos T de memoria efectora (Sallusto F y col., 2004) y 

su mantenimiento en altas proporciones en circulación depende estrictamente de la presencia 

del antígeno. La memoria de tipo central es preponderante en las infecciones en las que el 

patógeno es totalmente eliminado mientras que la memoria efectora es característica de las 

infecciones persistentes. 

 

1.8.3 Linfocitos T polifuncionales y su relación con la clínica 

La producción de citocinas, como IFN-γ, IL-2 y TNF-α, así como la capacidad proliferativa en 

linfocitos T son funciones centrales para el control de infecciones intracelulares (Wong GH y 

col., 1988; Slifka MK y col., 2000).  La expresión de la quimiocina MIP1β (también 

denominada CCL4)  así como la capacidad coestimuladora mediada por el ligando de CD40 

(CD40L o CD154) y la capacidad citotóxica determinada por la expresión en membrana 

citoplasmática de CD107a, CD107b,  representan indicadores adicionales de la capacidad 

funcional de linfocitos T (Betts MR y col., 2003 y 2006; van Leeuwen EM y col., 2004). Estas 

funciones reflejan la “calidad” de una respuesta montada por linfocitos T y, mediante 

citometría de flujo, pueden ser evaluadas a nivel de célula única o para una población de 

linfocitos T antígeno-específica. La calidad, así como la magnitud, de una respuesta T son 

rasgos que han demostrado ser de relevancia clínica y representan herramientas 

potencialmente útiles para monitorear el curso de enfermedades. 
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El estudio de la habilidad de los linfocitos T CD4+ y CD8+ de mediar variadas funciones al 

mismo tiempo, ha permitido identificar rasgos fenotípicos y funcionales de la respuesta T que 

son modulados por la carga antigénica. Gran parte de la información que se tiene con 

respecto a la relación entre la calidad de la respuesta T y el desenlace clínico ha sido 

generada a partir del estudio de la infección por HIV. (Harari A y col., 2004; Betts MR y col., 

2006; Tilton JC y col., 2007; Seder RA y col., 2008). La calidad de la respuesta T es 

sustancialmente distinta cuando se compara individuos infectados por HIV progresores con 

aquellos capaces de controlar la infección, también denominados no progresores o 

controladores de élite. Los individuos infectados por HIV con cargas virales altas presentan 

una población de linfocitos T enriquecida en células capaces de producir únicamente IFN-γ, 

mientras que los no progresores o los pacientes bajo tratamiento antiretroviral muestran 

poblaciones de linfocitos T con mayor número de células capaces de producir mas de una 

citocina al mismo tiempo ( IFN-γ+TNF-α+IL-2+ o IFN-γ+IL-2+) (Kannanganat S y col., 2007a y 

2007b; Tilton JC y col., 2007; Peris-Pertusa A y col., 2010; El Fenniri L y col., 2010). 

 

El fenómeno de polifuncionalidad de linfocitos T también se observa en las poblaciones 

antígeno-específica de memoria presentes en aquellas infecciones virales en las cuales el 

antígeno es erradicado o persiste con baja carga viral, como  influenza, Epstein-Barr, 

varicella-zoster o CMV (Kannanganat S y col., 2007a y 2007b; Tilton JC y col., 2008). 

Asimismo, aquellos individuos capaces de resolver en forma espontánea la infección por HCV 

muestran una población de linfocitos T con un patrón de producción de IL-2 potente en 

relación con la producción de IFN-γ (Semmo N y col., 2005). En la infección con 

Micobacterium tuberculosis, el patrón predominante de secreción de IFN-γ o IFN-γ/IL-2 de 

linfocitos T CD4+, varía hacia un patrón predominante de secreción de  IL-2 o IFN-γ/IL-2 ante 

un tratamiento exitoso (Millington KA y col., 2007). Aquellos individuos no infectados pero 
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altamente expuestos al HIV conforman también una población interesante para estudiar 

respuestas T protectivas frente a infecciones (Fowke KR y col., 1996; Erickson AL y col., 

2008; Restrepo C y col., 2010). En individuos potencialmente expuestos a HIV-1 pero no 

infectados ha sido posible identificar linfocitos T CD8+ específicos de HIV con rasgos 

polifuncionales y capacidad citotóxica (Erickson AL y col., 2008). Tal vez una de las 

evidencias mas fuertes que muestran la relación entre la polifuncionalidad en linfocitos Th1 y 

la capacidad de montar una respuesta protectiva surge del modelo murino de infección por 

Leishmania major; en este caso, la generación de linfocitos T antígeno-específicos 

polifuncionales capaces de producir IFN-γ, IL-2 y TNF-α frente a la inmunización se 

correlacionó fuertemente con la capacidad protectiva de la respuesta T frente a retos 

posteriores con el parásito (Darrah PA y col., 2007).  

 

Con respecto al fenotipo, existen evidencias que aquellos linfocitos T productores 

principalmente de IL-2 como única citocina presentan un fenotipo de memoria central 

CD45RA+CCR7+ con alta expresión de CD127. La producción dual de IL-2/IFN-γ se vería 

asociada a un fenotipo de linfocitos T de diferenciación intermedia entre memoria central y 

memoria efectora. Finalmente, aquellos linfocitos T con expresión únicamente de IFN-γ 

representaría un una población en estadios avanzados de diferenciación, CD45RA–CCR7–  o 

CD45RA+CCR7–, con características efectoras y de diferenciación terminal, con baja 

expresión del CD127 (Harari A y col, 2005, 2007). 

 

1.8.4 Agotamiento funcional de linfocitos T en infecciones persistentes 

El agotamiento es un proceso que promueve una pérdida progresiva de la capacidad 

funcional de los linfocitos T y lleva, en última instancia, a la eliminación de las células 

agotadas (Akbar AN y Henson SM, 2011). Este es un fenómeno característico de los procesos 
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infecciosos con alta carga antigénica y fue descripto por primera vez en el modelo murino 

durante la infección por LCMV, donde se observó que los linfocitos T CD8+ específicos del 

virus carecían de función efectora. El agotamiento funcional de linfocitos T CD8+ antígeno-

específicos se observó en distintos modelos de infecciones persistentes, incluyendo 

infecciones en monos (SIV) (Velu V y col., 2009), y diversas infecciones humanas, como HIV, 

HBV, HCV y HTLV1 (Day CL y col., 2006; Das A y col., 2008; Urbani S y col., 2008; Nakamoto 

M y col., 2009; Islam SA y col., 2001). El proceso de agotamiento funcional de linfocitos T se 

observó también en pacientes con alta carga tumoral (Lee PP y col., 1999). 

 

Durante el proceso de agotamiento, las distintas funciones de linfocitos T necesarias para el 

control del antígeno se van perdiendo de manera acumulativa siguiendo un orden jerárquico 

(Wherry EJ y col., 2003b).  La producción de IL-2 y la capacidad proliferativa son las primeras 

funciones que se pierden, mientras que la pérdida de la producción de TNF-α ocurre 

posteriormente. Asimismo, el proceso promueve la pérdida de la capacidad citotóxica en 

linfocitos T CD8+. En estadios avanzados y severos del proceso de agotamiento,  la 

producción de IFN-γ puede verse comprometida y, finalmente, el proceso puede llevar a la 

eliminación de aquellos linfocitos T con rasgos de agotamiento en el caso de persistir la alta 

carga antigénica (Wherry EJ y col., 2003b). El proceso de agotamiento funcional también 

ocurre en linfocitos T CD4+, tanto en ratones  como en humanos (Klenerman P y Hill A, 2005; 

Day CL y col., 2006). Se cree que el proceso de agotamiento funcional cumple el rol de limitar 

la magnitud de la respuesta T efectora. Si bien este proceso podría representar un 

mecanismo de protección frente a enfermedades autoinmunes, también podría comprometer 

el desarrollo de una inmunidad protectiva frente a infecciones y tumores. 
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Los linfocitos T CD8+ con rasgos de agotamiento funcional muestran características 

fenotípicas típicamente asociadas con los linfocitos T de memoria efectora (Appay V y col., 

2002; Wherry EJ y col., 2003b). En el modelo murino de infección por LCMV, los linfocitos T 

CD8+ agotados expresan bajos niveles de CD62L, CCR7 y de los receptores para IL-7 e IL-15, 

mientras que en humanos los linfocitos T CD8+ agotados expresan bajos niveles de CD28 

(Wherry EJ y col., 2004; Shin H y col., 2007). Este perfil fenotípico característico de linfocitos 

T de memoria efectora también se da en linfocitos T CD4+ con rasgos de agotamiento 

funcional (Klenerman P y Hill A, 2005). Los linfocitos T agotados también muestran una 

elevada expresión de receptores de superficie celular que median señales inhibitorias 

(Blackburn SD y col., 2009). Tal vez la molécula inhibitoria más asociada con el proceso de 

agotamiento funcional sea PD-1 (de inglés, programmed cell death 1), una molécula 

perteneciente a la familia del CD28. PD-1 se encuentra altamente expresado en linfocitos T 

CD8+ durante diversos procesos de infección crónica y cumple un papel central en la 

regulación del proceso de agotamiento funcional (Barber DL y col., 2006; Blackburn SD y col., 

2009). Otras moléculas que median señales inhibitorias y cuya expresión es elevada en 

linfocitos T con rasgos de agotamiento funcional son CLTA-4, TIM-3 y LAG-3 (Wherry EJ y 

col., 2007; Kaufmann DE y col., 2007; Jones RB y col., 2008).  Finalmente, la molécula KLRG-

1 (del inglés, killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1), asociada en linfocitos T a 

una baja capacidad proliferativa y a un alto número de activaciones del TCR (Voehringer D y 

col., 2002), ha sido también asociada a procesos de agotamiento funcional (Thimme R y col., 

2005) y ha sido postulada como una posible molécula reguladora del proceso de agotamiento 

funcional (Akbar AN y Henson MH, 2011). 

 

1.9 Monocitos CD14 +CD16+ y su relevancia en infecciones humanas 
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Los monocitos son importantes componentes celulares del sistema inmune innato, pertenecen 

al linaje mieloide y componen normalmente entre el 1-10% del total de PBMC humanas. Los 

monocitos son producidos en la médula ósea y son liberados al torrente sanguíneo, donde 

recirculan, o forman parte de reservorios en el bazo (Robbins CS y col., 2010). En respuesta a 

distintas señales, los monocitos son capaces de extravasarse a los tejidos y mediar diferentes 

funciones inmunes así como diferenciarse a macrófagos y células dendríticas (Auffray C y 

col., 2009). Numerosas evidencias postulan a los monocitos como componentes centrales en 

la defensa frente a agentes infecciosos así como en el desarrollo de numerosas 

enfermedades con componentes inflamatorios (Robbins CS y col., 2010).  

 

Los monocitos constituyen una población celular heterogénea integrada por distintas 

subpoblaciones con función y fenotipo diferencial (Grage-Griebenow E y col., 2001; Ziegler-

Heitbrock L, 2007). En 1989, Passlick B y colaboradores demostraron la existencia de dos 

poblaciones de monocitos presentes en sangre periférica humana definidas por  la expresión 

de CD14 y CD16 (FcγRIII). Una de estas dos poblaciones expresa altos niveles de CD14 y no 

expresa CD16, (CD14altoCD16–), esta población ha recibido la denominación de “clásica” o 

“residente” y es la población mayoritaria. Por otro lado, existe una segunda población que 

expresa CD16 y presenta niveles variables de expresión de CD14 (CD14+CD16+). Esta última 

es una población menor, representando menos del 10% del total de monocitos en condiciones 

normales. Su fenotipo se asemeja más al de los macrófagos maduros presentes en tejido que 

su contraparte CD14altoCD16–, por lo tanto se cree que es un tipo celular de maduración 

avanzada (Ziegler-Heitbrock HW y col., 1992). Así mismo, la subpoblación CD14+CD16+  de 

monocitos humanos expresa altos niveles de marcadores de activación (Grage-Griebenow E y 

col., 2001; Ziegler-Heitbrock L, 2007), produce importantes niveles de TNF-α en respuesta al 

estímulo con LPS (Belge KU y col., 2002),  se ve aumentada frente a diferentes infecciones o 
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condiciones de estrés e inflamación (Ziegler-Heitbrock L, 2007)  y representa una fuente 

importante de células dendríticas (Sanchez-Torres C y col., 2001; Randolph GJ y col., 2002).  

 

En base a estas evidencias, la subpoblación CD14+CD16+  de monocitos humanos  ha 

recibido la denominación de “proinflamatoria” (Grage-Griebenow E y col., 2001; Ziegler-

Heitbrock L, 2007; Mizuno y col., 2005). Se han registrado incrementos significativos sobre el 

nivel normal de la población de monocitos CD14+CD16+ en circulación en las fases aguda y 

crónica de numerosas infecciones humanas, incluyendo infecciones virales (Thieblemont N y 

col., 1995; Amirayan-Chevillard N y col., 2000; Durbin AP y col., 2008; Fisher-Smith T y col., 

2008; Zhang JY y col., 2011), bacterianas (Fingerle G y col., 1993; Nockher WA 1998; Horelt 

A y col., 2002; Vanham G y col., 1996; Nagasawa T y col., 2004; Fernandez GC y col., 2005) 

y parasitarias (Soares G y col., 2006; Chimma P y col., 2009). Esta población de monocitos se 

encuentra también aumentada en procesos inflamatorios, como la enfermedad de Kawasaki 

(Katayama T y col., 2000), la artritis reumatoidea (Kawanaka N y col., 2002; Hepburn AL y 

col., 2004), la aterosclerosis (Rogacev KS y col., 2009) y la fibrosis de hígado (Zimmermann 

HW y col., 2010).  

 

En erisipela, una infección aguda de la piel causada por estreptococos beta hemolíticos del 

grupo A, se observó un aumento significativo de monocitos CD14+CD16+, situación que se 

revirtió luego del tratamiento exitoso con antibióticos (Horelt A y col., 2002).  Tomando 

algunos ejemplos relevantes de modelos de infecciones crónicas humanas, el porcentaje de 

monocitos CD14+CD16+ se vio aumentado en pacientes con tuberculosis (Vanham G y col., 

1996). Estudios en pacientes con leishmaniasis cutánea mostraron no sólo un incremento 

significativo de la población de monocitos CD14+CD16+, sino además, una correlación entre el 

porcentaje de estos monocitos con datos clínicos como la severidad de la lesión cutánea 
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(Soares G y col., 2006). De manera similar, el porcentaje de monocitos CD14+CD16+ se 

correlacionó con fibrosis y daño hepático en pacientes con hepatitis B (Zhang JY y col., 2011).  

La población de monocitos CD14+CD16+ se vio también incrementada en pacientes con HIV 

(Thieblemont N y col., 1995; Amirayan-Chevillard N y col., 2000; Fisher-Smith T y col., 2008). 

Llamativamente, en estos pacientes  el porcentaje de la población CD14+CD16+ se 

correlacionó con la carga viral (Fisher-Smith T y col., 2008). Más aún, pacientes con HIV 

mostraron una disminución significativa del porcentaje de monocitos CD14+CD16+ al ser 

sometidos a tratamiento con terapias antirretrovirales (Amirayan-Chevillard N y col., 2000).   

De esta forma, los monocitos CD14+CD16+ representan una población celular de relevancia 

en el estudio de infecciones humanas y susceptible a ser modulada mediante tratamientos 

microbicidas.  

 

1.10 Respuesta inmunológica en la infección por Trypanosoma cruzi 

1.10.1 Componentes de la respuesta inmunológica en la infección por Trypanosoma cruzi 

Durante el ciclo de vida, el T. cruzi tiene 2 estadios biológicos y morfológicamente distintos en 

el huésped mamífero, que son los tripomastigotes circulantes en sangre y la forma amastigote 

intracelular. Por lo tanto el control inmunológico requiere la participación de distintas 

poblaciones celulares, tales como  macrófagos, células NK y poblaciones de linfocitos T y B 

(Figura III; Kierszenbaum F y col., 1974 y 1976; Rottenberg M y col., 1988). 

 

Los tripomastigotes extracelulares circulantes en la sangre están potencialmente expuestos a 

la destrucción por anticuerpos, por acción del complemento, así como también por la 

fagocitosis por células fagocíticas activadas. Se ha demostrado que los anticuerpos líticos son 

un factor importante para establecer el control de la infección (Krautz GM y col., 2000) y que 
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la ausencia de linfocitos B funcionales en ratones infectados por T. cruzi es letal, aún frente a 

una baja carga parasitaria (Kumar S y Tarleton RL, 1998). 

 

En etapas tempranas de la infección hay una activación policlonal de linfocitos B y T, siendo la 

mayoría de las subpoblaciones linfocitarias no específicas contra antígenos del T. cruzi. En 

esta etapa también se describen elevados niveles de mediadores como el IFN- α, IL-12 e IL-2, 

los cuales podrían ser responsables de la elevada actividad citotóxica así como la secreción 

de IFN-γ por las células NK. Todos estos mediadores estarían involucrados en los 

mecanismos de protección contra el parásito. Al respecto ha sido demostrado que el IFN- γ 

derivado de las células NK está involucrado en limitar el crecimiento de los parásitos en los 

macrófagos, principalmente a través del mecanismo mediado por el óxido nítrico (Cardillo F y 

col., 1996). Por otro lado, la citocina IL-12 induce la producción de IFN- γ, y su administración 

a ratones infectados por T. cruzi resulta en una reducción de la parasitemia y el retardo en la 

muerte de los animales, que se correlacionan con los niveles incrementados del IFN- γ en el 

suero (Hunter CA y col., 1996). Luego, se desarrolla una fase de inmunosupresión, 

probablemente consecuencia de la activación policlonal, permitiendo el establecimiento de la 

infección. Este perfil bimodal ha sido demostrado en diversas infecciones bacterianas 

(Fleming B y Rook GAW, 1982) y virales (Rosen A y col., 1977). 

 

Durante el proceso de diferenciación, replicación y metabolismo, el T. cruzi libera una 

variedad de proteínas al citosol de la célula infectada, las que son susceptibles a la 

degradación por el proteasoma. Esto resulta en la generación de péptidos que potencialmente 

pueden unirse a las MHC I y ser presentados en la superficie celular como complejo MHC I-

péptido. Los linfocitos T CD8+ capaces de reconocer este complejo pueden iniciar la 

respuesta capaz de matar a las células infectadas, o controlar el crecimiento del patógeno 
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dentro de las mismas.  El predominio de linfocitos T CD8+ en los infiltrados inflamatorios de 

los tejidos infectados y su capacidad secretora de IFN-γ y actividad citotóxica ante el estímulo 

con el parásito, indican el importante rol de esta población de linfocitos T en la resistencia al 

T. cruzi (Martin D y Tarleton RL, 2005; Tarleton, RL y col., 1992). Por otro lado, la 

exacerbación de la parasitemia descripta en personas co-infectadas con HIV con un número 

reducido de linfocitos T CD4+ demuestra la importancia de estas células en el control de la 

enfermedad, siendo central el desarrollo de un perfil de tipo Th1 con producción de IFN- γ 

(Rosemberg S y col., 1992). 

 

En respuesta a la infección con T. cruzi, el sistema inmune genera mecanismos de defensa 

en el huésped que logran controlar el crecimiento parasitario y resolver los signos y síntomas 

clínicos de la etapa aguda de la enfermedad, estableciéndose un equilibrio con el parásito que 

conduce a la cronicidad de la infección.  

 

También existen evidencias de la capacidad inmunomoduladora de T. cruzi. El estímulo con T. 

cruzi no genera una activación adecuada de células dendríticas, esto se ve reflejado en un 

escaso aumento en la expresión de CMH-I, CMH-II y moléculas coestimulatorias (CD40, CD80, 

CD86), escasa producción de citocinas y mantenimiento de su actividad fagocítica, tanto en la 

infección in vivo como en modelos in vitro (Van Overtvelt L y col., 1999, 2002; Alba Soto CD y 

col., 2003; Poncini CV, 2008). El T. cruzi promueve una disminución de la producción de IL-12 y 

TNF-α y un aumento en la producción de IL-10 y TGF-β en células dendríticas estimuladas con 

LPS (Poncini CV y col., 2008). 
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Figura III. Componentes principales de la respuesta inmunológica hacia el Trypanosoma cruzi. 

MØ: macrófagos; CD8+ CTL: linfocitos T CD8+ citotóxicos; NK: células “natural killer”; NO: óxido nítrico; 

B: linfocitos B.  

 

1.10.2 Respuesta inmune en pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

Se han realizado numerosos estudios con el objetivo de analizar la respuesta inmune contra 

la infección por T. cruzi en humanos. Estos estudios se han centrado en diferentes 

poblaciones celulares del sistema inmune, su acción efectora o inmunorreguladora y su 

relación con el desarrollo de manifestaciones clínicas. 
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Una serie  de evidencias ha sido generada a partir de estudios realizados en adultos con 

infección crónica por T. cruzi provenientes de zonas no endémicas de la Argentina. Mediante 

la técnica de ELISPOT y de tinción intracelular para citocinas, utilizando preparados de 

amastigotes de T. cruzi como estímulo antigénico, se demostró que la frecuencia de de 

linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ es significativamente mayor en 

pacientes asintomáticos (grupo G0, según clasificación de Kushnir) y con sintomatología leve 

(grupo G1) que en aquellos pacientes con formas mas severas de enfermedad cardíaca 

(grupos G2 y G3) (Laucella SA y col., 2004, Albareda MC y col., 2009). Estos ensayos 

demostraron también una baja respuesta antígeno-específica productora de IL-4 en estos 

sujetos. Asimismo, el porcentaje de pacientes con respuestas positivas para la producción 

antígeno-específica de IFN-γ fue mayor en el grupo G0 en comparación con los porcentajes 

observados en los grupos de pacientes con formas más severas de la enfermedad (Laucella 

SA y col., 2004). Este mismo patrón de respuesta se observó al utilizar células dendríticas 

autólogas infectadas con T. cruzi como células presentadoras de antígeno, o péptidos 

derivados de la superfamilia de las trans-sialidasas con alta afinidad de unión a  HLA-A0201 

como estímulo antigénico (Albareda MC y col., 2006; Alvarez MG y col., 2008). Menos del 

30% de los pacientes evaluados mostraron una respuesta positiva de IL-2 asociada siempre a 

IFN-γ, mientras que no se registraron respuestas específicas para T. cruzi con producción 

única de IL-2, independientemente del grupo clínico evaluado (Alvarez MG y col., 2008).  

 

El estudio de la población total de linfocitos T en estos pacientes reveló una disminución de la 

población de linfocitos T CD8+ vírgenes y un aumento de  linfocitos T CD8+ de memoria 

altamente diferenciados (CD45RA+CD27–CD28–) a medida que aumenta la severidad de la 

enfermedad (Albareda MC y col., 2006). Alteraciones similares se registraron en la población 

total de linfocitos T CD4+ de estos pacientes, evidenciando una activación crónica del sistema 
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inmune del huésped, probablemente perpetuada por la exposición prolongada al parásito 

(Albareda MC y col., 2009). De esta forma, la eliminación de los clones específicos del 

parásito capaces de montar una respuesta protectiva y el sustancial impacto sobre la 

población total de linfocitos T promoviendo rasgos de senescencia tanto en linfocitos T CD8+ 

como CD4+, dan evidencia de un proceso de agotamiento funcional debido a la infección 

crónica. 

 

Otro grupo de evidencias provienen del estudio de poblaciones de pacientes adultos 

crónicamente infectados por T. cruzi habitantes de Brasil, principalmente de la zona de Minas 

Gerais.  Estudios de PBMC  mediante citometría de flujo utilizando preparados de 

epimastigotes o tripomastigotes de T. cruzi como estímulo antigénico mostraron que la 

frecuencia de linfocitos T específicos del parásito productores de IFN-γ fue significativamente 

mayor en pacientes con manifestaciones cardíacas severas en comparación con pacientes 

asintomáticos, mientras que se registró el patrón inverso al estudiar la producción antígeno-

específica de IL-10 (Correa-Oliveira R y col., 1999; Gomes JA y col., 2003;  Souza PE y col., 

2007; Vitelli-Avelar DM y col., 2008). El mismo patrón de respuesta se registró al utilizar 

proteínas recombinantes como estímulo antigénico (Lorena VM y col., 2010).  Asimismo, se 

observó una mayor frecuencia de linfocitos T regulatorios en circulación en pacientes 

asintomáticos, en comparación con pacientes con manifestaciones cardíacas severas (Vitelli-

Avelar DM y col., 2005; Araujo FF y col., 2007). 

 

Por otro lado, monocitos de pacientes asintomáticos estimulados con preparados de 

tripomastigotes o infectados con tripomastigotes, in vitro, mostraron una elevada producción 

de IL-10, mientras que los mismos estímulos promovieron la producción de TNF-α en 

monocitos de pacientes con manifestaciones cardíacas severas (Souza PE y col., 2004;  
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Vitelli-Avelar DM y col., 2008). Estos autores sostienen que la producción de IFN-γ y TNF-α en 

respuesta al parásito estaría implicada en el desarrollo del daño cardíaco, mientras que la 

capacidad de los pacientes asintomáticos de modular la respuesta específica contra el 

parásito a través de la producción de IL-10 mediada por linfocitos T específicos del parásito y 

monocitos/macrófagos en conjunto con la acción de linfocitos T regulatorios, permitiría 

prevenir el desarrollo de daño cardíaco (Dutra WO y Gollob KJ, 2008, Fiuza JA y col., 2009; 

Araujo FF y col., 2011). 

 

Las discrepancias entre las dos líneas de investigación presentadas pueden deberse a 

diferencias en las poblaciones de pacientes estudiadas (provenientes de distintas áreas 

geográficas con epidemiología diferente), diferencias en la preparación antigénica empleada 

como estímulo así como en las condiciones técnicas empleadas para las mediciones. Sin 

embargo, grupos brasileños también han mostrado que los pacientes crónicamente 

infectados, ya sea asintomáticos o con compromiso cardíaco, presentan un estado 

inmunológico activado mediante la evaluación de la expresión de los marcadores HLA-DR, 

CD45RA y CD28   (Dutra WO y col., 1194, 1996) 

 

1.11 Hipótesis  

Resultados previos de nuestro grupo de investigación demostraron que en aproximadamente 

el 80% de los pacientes asintomáticos con enfermedad de Chagas crónica es posible detectar 

en circulación linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ, mientras que en 

menos del 20% de estos pacientes se detectan linfocitos T específicos de T. cruzi productores 

de IL-2, la que se encuentra siempre asociada a la producción de IFN-γ. Mientras que la 

producción de IL-2 se asocia a linfocitos T de memoria de larga vida, la producción de IFN-γ 

es característica de un perfil funcional efector terminal, presentando esta población baja 



   Introducción 
 
 
 

 

60

capacidad de proliferación homeostática y dependencia del antígeno para su mantenimiento 

en circulación. Nuestra hipótesis de trabajo se basó en la premisa de que la población de 

linfocitos T específicos para T. cruzi productores de IFN-γ estaría asociada a la presencia del 

parásito  y por lo tanto variaciones en la carga parasitaria inducida por el tratamiento 

específico podría reflejarse en alteraciones de esta población linfocitaria, constituyendo así un 

potencial marcador de eficacia terapéutica. De cumplirse la hipótesis planteada, el tratamiento 

etiológico debería ejercer un sustancial impacto en la frecuencia de esta población celular. 

 

1.12 Objetivos 

1.12.1 Objetivo general 

El empleo del tratamiento etiológico en la  enfermedad de Chagas  crónica es limitado siendo 

una de las principales causas la dificultad para evaluar la eficacia terapéutica, ya que no 

existen ensayos lo suficientemente sensibles para medir la eliminación del parásito y se 

necesita un período de tiempo prolongado para detectar cura serológica, la que ocurre en un 

porcentaje muy bajo de los pacientes tratados. Por esta razón, el objetivo del presente trabajo 

fue encontrar marcadores tempranos y sensibles de eficacia del tratamiento etiológico en 

pacientes en la etapa indeterminada de la enfermedad de Chagas crónica a través del estudio 

de la inmunidad celular.  

 

1.12.2 Objetivos específicos 

a) Estudiar el impacto del tratamiento con benznidazol sobre el fenotipo y la frecuencia de 

las poblaciones de linfocitos T específicas de T. cruzi productoras de IFN-γ e IL-2 en 

pacientes con enfermedad de Chagas crónica. 

b) Estudiar el impacto del tratamiento con benznidazol sobre el fenotipo y la frecuencia de 

poblaciones totales de linfocitos T en pacientes con enfermedad de Chagas crónica, 
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centrándose en las poblaciones de linfocitos T vírgenes, efectores, de memoria 

efectora, de memoria central y con alto o bajo grado de diferenciación. 

c) Estudiar el impacto de un esquema novedoso de tratamiento para la etapa crónica, 

basado en la administración secuencial de alopurinol seguido de benznidazol, sobre las 

mismas poblaciones  celulares mencionadas anteriormente y sobre la respuesta 

humoral específica para T. cruzi. 

d) Estudiar el efecto in vitro del alopurinol sobre la activación de linfocitos T humanos. 

e) Estudiar la subpoblación de monocitos CD14+CD16+ en la enfermedad de Chagas 

crónica y el impacto del tratamiento con benznidazol sobre la frecuencia de esta 

población celular. 

 



 

MATERIALES Y METODOS 
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2. MATERIALES Y METODOS 

2.1 Población estudiada 

Para la realización de este trabajo se incluyeron pacientes con enfermedad de Chagas 

crónica de los grupos G0 y G1 de la clasificación de Kuschnir, residentes de la Ciudad 

Autónoma de Buenos Aires y de la Provincia de Buenos Aires que concurren para diagnóstico 

y atención médica al Consultorio de Chagas del Hospital Interzonal General de Agudos “Eva 

Perón” de San Martín, Provincia de Buenos Aires. La infección por T. cruzi se determinó 

mediante serología convencional según se detalla en el apartado 2.5. Todos los participantes 

fueron evaluados clínicamente por médicos cardiólogos con experiencia en la enfermedad de 

Chagas con el fin de determinar el estadio clínico de la enfermedad de acuerdo a una versión 

modificada (Viotti R y col., 2006) de la clasificación de Kuschnir para pacientes con 

enfermedad de Chagas crónica (Kuschnir y col., 1985). Para ello se realizó un examen clínico, 

electrocardiograma (ECG), ergometría, radiografía de tórax y ecocardiograma. Una población 

de personas no infectadas seleccionadas entre el personal de las instituciones intervinientes o 

familiares de los pacientes que concurren al consultorio, constituyeron la población control. Se 

excluyeron del estudio a aquellos pacientes con enfermedad de Chagas o controles no 

infectados con antecedentes de hipertensión arterial, enfermedad cardíaca vascular, 

isquémica o congénita, cáncer, infección por HIV, sífilis, diabetes, artritis o alergia. Los 

protocolos de estudio fueron aprobados por los Comités de Ética del Hospital “Eva Perón” y 

de la Universidad de Georgia, Athens, GA, Estados Unidos. Tanto la participación de los 

pacientes como la de los controles no infectados, quedó documentada mediante la firma de 

un consentimiento informado. 
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2.1.1 Seguimiento longitudinal de la respuesta celular T y B en pacientes tratados con 

benznidazol  

El estudio incluyó  67 individuos con enfermedad de Chagas crónica pertenecientes al grupo 

G0 de la clasificación de Kuschnir (promedio de edad= 38.7 años, rango de edad= 23-55 

años) y 8 individuos pertenecientes al grupo G1 de la clasificación de Kuschnir (promedio de 

edad= 43.9 años, rango de edad= 32-52 años). Todos los pacientes del grupo G1, así como 

35 pacientes del grupo G0, recibieron el tratamiento con benznidazol. Los restantes 32 

pacientes del grupo G0 no recibieron tratamiento etiológico y conformaron el grupo control. 

Los grupos tratados y no tratados resultantes no mostraron diferencias significativas con 

respecto a la edad (P>0.05, Mann-Whitney). Se incluyeron también 9 voluntarios adultos con 

serología negativa para T. cruzi como controles (promedio de edad= 42.0 años, rango de 

edad= 22-56 años) para el estudio de las poblaciones CD4+ y CD8+ de linfocitos T vírgenes 

previo al tratamiento, que no presentaron diferencias de edad significativas con respecto al 

grupo G0 de pacientes (P>0.05, Mann-Whitney). 

 

2.1.2 Seguimiento longitudinal de la respuesta celular T y B en pacientes tratados con una 

combinación secuencial de alopurinol seguido de benznidazol  

El estudio incluyó 15 individuos con enfermedad de Chagas crónica pertenecientes al grupo 

G0 de la clasificación de Kuschnir (promedio de edad= 30.9 años, rango de edad= 21-42 

años) que recibieron el tratamiento combinado total o parcial. Se incluyeron también 9 

pacientes del grupo G0 de la clasificación de Kuschnir (promedio de edad= 41.7 años, rango 

de edad= 30-55 años) que recibieron el tratamiento únicamente con benznidazol para realizar 

un seguimiento de las poblaciones CD4+ y CD8+ de linfocitos T vírgenes a tiempos tempranos 

postratamiento. El grupo de pacientes G0 no tratado a modo de control se conformó con la 

misma población de pacientes no tratados detallada en el apartado 2.1.1. 
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2.1.3 Ensayos in vitro para estudiar el efecto del alopurinol sobre la activación antígeno 

específica y policlonal de linfocitos T humanos 

Para los distintos ensayos in vitro en presencia de alopurinol se incluyeron 21 adultos sanos 

(promedio de edad= 43.2 años, rango de edad= 27-53 años) que cumplieran los mismos 

criterios de exclusión aplicados a los pacientes con enfermedad de Chagas crónica, y 7 

adultos con infección crónica por T. cruzi sin tratamiento etiológico previo (promedio de edad= 

45.3 años, rango de edad= 38-52 años) para estudiar la respuesta T frente a un lisado de 

amastigotes de T. cruzi.    

 

2.1.4 Seguimiento longitudinal del porcentaje de monocitos CD14+CD16+ en pacientes 

tratados con benznidazol   

El estudio incluyó  25 individuos con enfermedad de Chagas crónica pertenecientes al grupo 

G0 de la clasificación de Kuschnir (promedio de edad= 43.2 años, rango de edad= 27-56 

años) y 9 individuos con enfermedad de Chagas crónica pertenecientes a los grupos G1-G3 

de la clasificación de Kuschnir (promedio de edad= 46.3 años, rango de edad= 24-76 años). 

El estudio también incluyó 16 adultos sanos que cumplieran con los criterios de exclusión 

detallados más arriba, para conformar el grupo control (promedio de edad= 44.4 años, rango 

de edad= 21-59 años). Por último, se incluyeron 9 pacientes no infectados por T. cruzi 

cursando una insuficiencia cardíaca descompensada (promedio de edad= 58.6 años, rango 

de edad= 34-74 años) reclutados en la Unidad Coronaria del Hospital Interzonal General de 

Agudos “Eva Perón”. Los distintos grupos de pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

evaluados no presentaron diferencias significativas de edad entre sí, o con respecto al grupo 

control sano (P>0.05, Kruskal-Wallis).     
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2.2 Esquema de tratamiento  

El tratamiento etiológico para la infección por T. cruzi fue administrado y controlado por 

médicos cardiólogos con amplia experiencia en la enfermedad de Chagas del Consultorio de 

Chagas del Hospital Interzonal General de Agudos “Eva Perón” de San Martín, Provincia de 

Buenos Aires. 

 

2.2.1 Tratamiento con benznidazol 

Se administraron 5 mg/kg/día de benznidazol por vía oral durante 30 días, tras un período de 

adaptación de 7 días en los que la droga se administró en dosis crecientes hasta alcanzar la 

dosis deseada (Viotti R y col., 1994 y 2006).  

 

2.2.2 Tratamiento combinado secuencial con alopurinol seguido de benznidazol  

Se administraron 600mg por día de alopurinol por vía oral durante 90 días consecutivos. A 

modo de terapia adyuvante, durante este período se indicó la ingesta de al menos 2.5 litros de 

fluidos por día. Luego de una ventana de una semana sin medicación, se administró 

benznidazol según se detalló en el apartado 2.2.1. 

 

2.3 Seguimiento de los pacientes y toma de muestras biológicas  

2.3.1 Tratamiento con benznidazol 

Se realizaron una evaluación serológica, inmunológica y clínica al ingreso (tiempo 0) y a los 2, 

6 y 12 meses después de la incorporación. Estudios de laboratorio de rutina, incluyendo 

conteo de glóbulos rojos y leucocitos, hematocrito, tasa de sedimentación de eritrocitos, 

bilirrubina, creatina, aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa y orina completa, 

se realizaron previo al tratamiento y a los 12 meses luego del tratamiento. Se realizó 

ergometría previo al inicio del tratamiento y posteriormente según consideración médica. 
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Radiografía tórax, y ecocardiograma se realizaron  al inicio del estudio y a los 12 meses luego 

del tratamiento, mientras que el electrocardiograma se realizó previamente al tratamiento y a 

los  2, 6 y 12 meses pos tratamiento. Posteriormente, los controles se realizaron en forma 

anual. Durante las visitas al consultorio, se tomaron también muestras de sangre para aislar 

PBMC y suero. 

 

2.3.2 Tratamiento combinado secuencial con alopurinol seguido de benznidazol  

Se realizaron una evaluación serológica, inmunológica y clínica al ingreso (tiempo 0), al final 

de la administración del alopurinol (tiempo 3), a los 6-9 y 12-15 meses luego de la 

administración de benznidazol y, posteriormente, los controles se realizaron en forma anual. 

En todos los controles se realizó electrocardiograma mientras que un ecocardiograma se 

realizó al inicio y a intervalos anuales de seguimiento. Se realizaron análisis de laboratorio de 

rutina al inicio del tratamiento, durante el tratamiento con benznidazol y al finalizar el 

tratamiento combinado; Los efectos adversos a las drogas fueron clasificados de acuerdo a su 

intensidad en leves, moderados y severos. Se consideraron efectos adversos serios a las 

drogas en el caso de producirse secuelas físicas, hospitalización, condiciones que pongan en 

riesgo la vida y muerte. Durante las visitas al consultorio se tomaron también muestras de 

sangre para aislar PBMC y suero.   

 

2.4 Aislamiento de las células mononucleares periféricas (PBMC) 

Las PBMC fueron obtenidas a partir de muestras de aproximadamente 50ml de sangre 

periférica de pacientes y controles, extraídas del antebrazo mediante sistema de colección al 

vacío utilizando tubos conteniendo heparina (Vacutainer, Becton-Dickinson, San José, CA, 

Estados Unidos). Las PBMC se separaron por centrifugación diferencial de la sangre durante 

30 minutos a 400g, con medio Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, WI, USA). Luego de la 



   Materiales y métodos 
 
 
 

 

68

centrifugación se separó el halo conteniendo las PBMC, resuspendiéndose las mismas en 

medio RPMI 1640 (Mediatech, Herndon, VA, USA) suplementado con 20mM HEPES, 2mM L-

glutation, 1mM piruvato, 0.1mM amino ácidos no esenciales, 50 U de penicilina, 50μg/ml de 

estreptomicina y 50μM de 2-mercaptoetanol (RPMI 1640 completo). Luego de 2 lavados de 10 

minutos cada uno en RPMI mediante centrifugación a 300g, las PBMC se resuspendieron en 

medio de cultivo RPMI 1640 completo suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

inactivado (Natocor, Villa Carlos Paz, Córdoba, Argentina) y fueron criopreservadas en 

nitrógeno líquido hasta el momento de ser utilizadas para los estudios correspondientes. La 

criopreservación se realizó utilizándose medio RPMI 1640 conteniendo 7.5% de DMSO y 20% 

de SFB. 

 

2.5 Serología convencional 

El diagnóstico serológico para el T. cruzi se confirmó en todos los participantes mediante 

inmunofluorescencia indirecta (IFI), hemaglutinación indirecta (HAI) y análisis por 

inmunoabsorción ligado a enzimas (del inglés, enzime-linked immunosorbent assay, ELISA) 

en el Departamento de Diagnóstico del Instituto Nacional de Parasitología “Dr Mario Fatala 

Chaben”. Todas las muestras fueron analizadas con los tres métodos en paralelo, 

considerándose como seroreactivos a aquellos sueros que reaccionaron positivamente al 

menos por 2, de las 3 técnicas. La reactividad de los ensayos de IFI y HAI fue reportada 

mediante diluciones seriadas al medio entre 1/32 y 1/256. El ensayo de ELISA se consideró 

positivo cuando la absorbancia media a 490nm fue mayor que el valor de corte fijado en una 

densidad óptica de 0.200.  

 

En el caso del tratamiento combinado secuencial con alopurinol seguido de benznidazol, se 

calculó para cada paciente la magnitud de reducción en los títulos serológicos con respecto al 
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valor obtenido previo al inicio del tratamiento, según se describió recientemente (Viotti R y 

col., 2011). Se consideraron cambios significativos en los niveles de anticuerpos específicos 

para T. cruzi  a aquellos descensos en al menos 1 dilución en los títulos de IFI y HAI 

(reducción del 50%) y una reducción de al menos el 30% en el ensayo de ELISA, con 

respecto al valor obtenido previo al inicio del tratamiento. Estos criterios de reducción se 

fijaron teniendo en cuenta que esta magnitud de descenso no se observaron en pacientes con 

infección crónica por T. cruzi en ausencia de tratamiento etiológico. Se consideraron 

seroconversiones a valores negativos cuando los títulos de IFI y HAI fueron menores a  1/32 y 

la absorbancia media a 490nm en el ELISA alcanzó valores menores a 0.200. 

 

2.6 Cultivo de parásitos y preparación de una suspensión enriquecida en proteínas 

derivadas de amastigotes de Trypanosoma cruzi  

2.6.1 Cultivo de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi 

En este trabajo se utilizó la cepa de T. cruzi Brasil mantenida in vitro en cultivos de células 

VERO con medio RPMI 1640 completo (Mediatech, Herndon, VA, Estados Unidos) 

suplementado con 10% de SFB (Natocor, Villa Carlos Paz, Córdoba, Argentina). Las células 

VERO fueron cultivadas con los parásitos durante 24 horas para permitir la invasión a las 

células, lavándose posteriormente con RPMI 1640 para extraer los tripomastigotes que 

permanecían en el sobrenadante. Los cultivos celulares infectados fueron observados 

diariamente en un microscopio de fase invertido para evaluar la evolución de la infección y 

detectar la liberación de tripomastigotes al sobrenadante. Posteriormente, los sobrenadantes 

fueron centrifugados a 200g para eliminar los restos de células VERO, se recuperó el 

sobrenadante y se centrifugó nuevamente a 600g. El pellet conteniendo los tripomastigotes 

fue resuspendido en medio RPMI 1640. 
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2.6.2 Lisado de amastigotes de Trypanosoma cruzi y aislamiento de proteínas 

Para la preparación del lisado de amastigotes de T. cruzi, se utilizaron tripomastigotes de la 

cepa de T. cruzi Brasil, obtenidos del sobrenadante de cultivos de células VERO, como se 

explicó en el punto anterior, e incubados axénicamente durante 16-20 hs en medio RPMI 

1640 a pH= 5, para transformar las formas tripomastigotes en amastigotes. Luego de lavarlos 

con PBS, los parásitos fueron sometidos a 5 ciclos de congelado a –70oC/descongelado a 

37oC, seguido de 3 ciclos de 10 segundos de sonicación en hielo para liberar las proteínas. El 

homogenato fue centrifugado a 20.000g, obteniéndose en la fracción soluble las proteínas 

derivadas de los amastigotes.  

 

2.6.3 Determinación de la concentración de proteínas 

Para determinar la concentración de proteínas se utilizó un micrométodo adaptado de la 

técnica descripta por Bradford en 1976. A 10µl de cada muestra se le agregaron 200µl del 

reactivo de Bradford y se midió la DO595 en un espectrofotómetro. Las muestras se analizaron 

por duplicado y se utilizaron patrones de albúmina sérica bovina para la construcción de una 

curva de calibración, en base a la cual se determinó la concentración proteica de las muestras 

de lisado del parásito. 

 

2.7 Ensayos de análisis de motas por inm unoabsorción unida a enzimas (del inglés, 

enzime-linked immunosorbent spot, ELISPOT) para cuantificar la respuesta celular T 

específica de Trypanosoma cruzi 

Para los ensayos de ELISPOT se utilizaron equipos comerciales y se siguieron las 

indicaciones del fabricante (BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos). Un anticuerpo 

monoclonal anti IFN-gamma (IFN-γ) o anti Interleuquina 2 (IL-2), dependiendo de la citocina 

bajo estudio, fue sembrado en microplacas de 96 pocillos con fondo de nitrocelulosa estériles 
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durante 18 horas a 4 °C. Cuatrocientas mil ×  PBMC en RPMI 1640 completo (Mediatech, 

Herndon, VA, USA) suplementado con 10% SFB (Natocor, Villa Carlos Paz, Córdoba, 

Argentina)/pocillo se sembraron por triplicado y se estimularon con 10μg/ml del lisado de 

amastigotes de T. cruzi (preparado según se detalla en 2.6), por 16 horas a 37 °C con 5% 

CO2.El control negativo consistió en medio de cultivo completo mientras que la estimulación 

de PBMC con 20ng/ml de Forbol 12-miristato 13-acetato (del inglés, Phorbol 12-myristate 13-

acetate, PMA)  y 500ng/ml de Ionomicina (ambos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

constituyó el control positivo para la secreción de citocinas. Posteriormente se agregó un 

anticuerpo anti IFN-γ o anti IL-2 biotinilado por 2 horas a temperatura ambiente y las motas, 

cada una representando una célula productora de IFN-γ o de IL-2, se revelaron utilizando 

estreptavidina-peroxidasa seguido por aminoetilcarbazol como sustrato. Las motas se 

contaron con un lector de ELISPOT (CTL, Shaker Heights, OH, Estados Unidos). La 

respuesta se consideró positiva cuando el número de motas fue igual o mayor a 10 y este 

número fue al menos dos veces mayor al número de motas obtenido en el control con medio 

de cultivo solo. El número de linfocitos T específicos para T. cruzi se obtuvo por la resta del 

número de linfocitos T obtenidos sin estimulación al número de linfocitos T obtenidos ante el 

estímulo con el lisado.  

 

2.8 Estudio del fenotipo de linfocitos T específicos de Trypanosoma cruzi mediante la 

técnica de tinción intracelular de citocinas por citometría de flujo 

2.8.1 Estimulación de PBMC con un lisado de Trypanosoma cruzi 

Generalmente, se sembraron 3 X 106 PBMC resuspendidas en RPMI 1640 completo 

(Mediatech, Herndon, VA, Estados Unidos) suplementado con 10% SFB (Natocor, Villa Carlos 

Paz, Córdoba, Argentina) fueron sembradas en placas de 24 pocillos (Nalgen, Nunc 

International, Dinamarca) y estimuladas con 15µg/ml de lisado de amastigotes de T. cruzi de 
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la cepa Brasil (preparado según se detalla en 2.6), durante 16-20hs en estufa gaseada a 

37oC. El control negativo consistió en medio de cultivo completo solo. Luego de la 

estimulación, las células fueron lavadas y resuspendidas en PBS 1% SFB para la posterior 

determinación de la producción de IFN-γ intracelular conjuntamente con marcadores 

fenotípicos de superficie por la técnica de citometría de flujo, como se detalla a continuación. 

 

2.8.2 Tinción intracelular de citocinas en combinación con marcadores de superficie  

Para determinar el fenotipo de linfocitos T CD4+ específicos de T. cruzi, se analizó la 

expresión de distintos marcadores sobre la población de linfocitos T CD4+ productores de 

IFN-γ inducido ante la estimulación con un lisado de amastigotes de T. cruzi. Para la 

detección de IFN-γ, se realizó la técnica de coloración intracelular utilizando un equipo 

comercial (BD Pharmingen, San Diego, CA, Estados Unidos). Las muestras de células 

estimuladas y su control no estimulado fueron incubadas durante las últimas 5 horas de 

cultivo en presencia de brefeldin A, un inhibidor del transporte de proteínas intracelulares a la 

membrana celular en una concentración de 10µg/ml. Luego las células fueron recuperadas, 

lavadas y resuspendidas en PBS conteniendo 1% SFB (Natocor, Villa Carlos Paz, Córdoba, 

Argentina) para su posterior tinción con combinaciones adecuadas de anticuerpos 

monoclonales específicos de moléculas de superficie humanas conjugados a fluorocromos, 

incluyendo anti CD4 PerCP o FITC, anti CCR7 PE, anti CD122 PE, anti CD127 PE, todos de 

BD Pharmingen (San Diego, CA, USA) y anti KLRG-1 de ratón APC (eBioscience, San Diego, 

CA, Estados Unidos) durante 30 minutos a 4ºC. Los anticuerpos fueron previamente titulados 

para encontrar la concentración óptima de uso. Luego, se realizaron 2 lavados con PBS-1% 

SFB y se permeabilizó la membrana celular resuspendiendo las células con la solución 

Cytofix/Cytoperm (Pharmingen, San Diego, CA, USA) durante 15 minutos a 4° C. 

Posteriormente, se hicieron 2 lavados con la solución Perm/Wash (Pharmingen, San Diego, 



   Materiales y métodos 
 
 
 

 

73

CA, Estados Unidos) y las células se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-IFN-γ 

humano marcado con APC o PE (BD Pharmingen, San Diego, CA, Estados Unidos) durante 

30 minutos a 4oC. Finalmente las células fueron lavadas con la solución Perm/Wash durante 

10 minutos y resuspendidas en paraformaldehído al 1% hasta ser leídas en el citómetro de 

flujo. Se contaron al menos 500.000 eventos/muestra en un citómetro de flujo FACSCalibur 

(Becton Dickinson, San Diego, CA, Estados Unidos). El análisis de los datos obtenidos se 

realizó con el programa Flowjo versión 6 o superior (Tree Star, San Carlos, CA, Estados 

Unidos) seleccionándose la población de linfocitos por la granulosidad y el tamaño (FSC vs 

SSC). El porcentaje de linfocitos T específicos para T. cruzi fue calculado de la siguiente 

manera: 

 

Respuesta T. cruzi específica= (% T CD4+IFN-γ+ de cultivos estimulados con T. cruzi) – (% T 

CD4+IFN-γ+ de cultivos no estimulados) 

 

El valor de corte de los linfocitos T específicos para T. cruzi se estableció por el porcentaje 

medio de linfocitos T productores de IFN-γ obtenido de los individuos controles no infectados 

estimulados con lisado de T. cruzi + 2 DS, considerándose como respuesta positiva al 

estímulo a los valores mayores al mismo. Típicamente, en una respuesta positiva en sujetos 

crónicamente infectados, el porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de IFN-γ fue 

aproximadamente 10 veces superior al porcentaje observado en cultivos de la misma muestra 

de PBMC con medio completo en ausencia de lisado de T. cruzi. 

 

2.9 Caracterización fenotípica de las poblaciones totales de linfocitos T periféricos  

El porcentaje en periferia de las distintas poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, incluyendo 

linfocitos T vírgenes, de memoria efectora, de memoria central y linfocitos con alto o bajo 
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grado de diferenciación, se determinó por citometría de flujo mediante tinción con anticuerpos 

monoclonales específicos para cada marcador fenotípico. La selección de anticuerpos incluyó 

anti CD4 FITC, PE, PerCP o APC, anti CD8 FITC, PE, PerCP o APC, anti CD45RA FITC o 

APC, anti CD27 APC, anti CD28 PE, anti CCR7 PE y anti CD62L FITC o APC. Todos los 

anticuerpos fueron obtenidos de  BD Pharmingen (San Diego, CA, Estados Unidos). 

Generalmente, se marcaron 1x 106 PBMC con la combinación adecuada de anticuerpos, 

durante 30 minutos a 4ºC. Luego, las células fueron lavadas 2 veces con PBS conteniendo 

1% SFB, y resuspendidas en paraformaldehído al 1% hasta ser leídas en el citómetro de flujo. 

Se contaron al menos 200.000 eventos/muestra en un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton 

Dickinson, San Diego, CA, Estados Unidos). El análisis de los datos obtenidos se realizó 

mediante el programa Flowjo versión 6 o superior (Tree Star, San Carlos, CA, USA), 

seleccionándose la población de linfocitos de acuerdo a la granulosidad y tamaño de las 

células (FSC vs SSC). Para cada paciente se obtuvo el porcentaje de linfocitos T CD4+ y 

CD8+ que expresaban el conjunto de marcadores estudiado. 

 

2.9.1 Detección de linfocitos T apoptóticos en las poblaciones totales de linfocitos T periféricos  

Para la detección de linfocitos T apoptóticos se utilizó el mismo protocolo de tinción 

intracelular por citometría de flujo detallado en el apartado 2.8.2, pero en ausencia de 

estímulo y utilizando un anticuerpo monoclonal anti caspasa 3 humana activa conjugado a 

FITC (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) con la combinación adecuada de anticuerpos 

monoclonales específicos de moléculas de superficie, según se detalla en la sección de 

Resultados, apartado 3.3. 
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2.10 Caracterización fenotípica de las poblaciones de monocitos en circulación  

El porcentaje en periferia de las distintas poblaciones de monocitos se determinó por 

citometría de flujo mediante tinción con anticuerpos monoclonales específicos para cada 

marcador fenotípico. La selección de anticuerpos incluyó anti CD14 FITC, anti CD16 PE, anti 

CD45RA APC, anti HLA-DR PerCP o FITC y anti CCR2 Alexa Fluor 647. Todos los 

anticuerpos fueron obtenidos de  BD Pharmingen (San Diego, CA, Estados Unidos). Par el 

estudio de la población CD14+CD16+, se marcaron generalmente 1.5 x 106 PBMC frescas, que 

no sufrieron previamente el proceso de criopreservación, con la combinación adecuada de 

anticuerpos, durante 30minutos a 4ºC. Luego, las células fueron lavadas 2 veces con PBS 

conteniendo 1% SFB, y resuspendidas en paraformaldehído al 1% hasta ser leídas en el 

citómetro de flujo. Para el estudio de la población CD14+CCR2bajo, se descongelaron PBMC y 

se marcaron generalmente1.5 X 106 células procediendo según se detalla más arriba. Se 

contaron al menos 500.000 eventos/muestra en un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton 

Dickinson, San Diego, CA, Estados Unidos). El análisis de los datos obtenidos se realizó 

mediante el programa Flowjo versión 6 o superior (Tree Star, San Carlos, CA, USA), 

seleccionándose la población de monocitos de acuerdo a la granulosidad y tamaño de las 

células (FSC vs SSC).  

 

2.11 Ensayos in vitro de expansión de linfocitos T específicos de Trypanosoma cruzi 

Estos ensayos se realizaron con el objetivo de amplificar la población de linfocitos T 

específicos de T. cruzi en aquellos puntos de seguimiento donde el ELISPOT mostró 

resultados negativos. Tres millones de PBMC fueron sembradas en placas de 24 pocillos 

(Nalgen, Nunc International, Dinamarca) en RPMI 1640 completo (Mediatech, Herndon, VA, 

Estados Unidos) suplementado con 10% SFB (Natocor, Villa Carlos Paz, Córdoba, Argentina), 

estimuladas con 15µg/ml de lisado de amastigotes de T. cruzi de la cepa Brasil (preparado 
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según se detalla en el apartado 2.6), e incubadas en estufa gaseada a 37oC durante 14 días. 

Luego se procedió a realizar un ensayo de ELISPOT según se detalla en 2.7. Para ello, se 

recuperaron  1 x 104 células del cultivo de 14 días y se mezclaron con 1 x 105 PBMC 

autólogas descongeladas en el día como fuente de células presentadoras de antígeno para 

reemplazar las células adherentes perdidas durante el cultivo. Se realizaron controles 

adicionales incubando solo 1 x 105 PBMC autólogas para asegurar que la señal de ELISPOT 

fuese proveniente de las células del cultivo de 14 días y no de las autólogas, y otro pocillo con 

4 X 105 PBMC autólogas estimuladas con PMA/ionomicina para corroborar la capacidad 

funcional de estas células. 

 

2.12 Ensayos in vitro para estudiar el efecto del alopurinol sobre la activación 

específica de antígeno y policlo nal de linfocitos T humanos 

2.12.1 Drogas y antígenos 

El alopurinol fue obtenido de USP/BP, Italia. Las partículas virales de Virus Herpes Simple-1 

(HSV-1) fueron cordialmente cedidas por el Dr. Carlos Pujol (Laboratorio de Virología, 

Departamento de Química Biológica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad 

de Buenos Aires), y obtenidas siguiendo las indicaciones de Matsuhiro B y col., 2005. Los 

péptidos derivados del virus Influenza con alta afinidad de unión a la molécula del Complejo 

Mayor de Histocompatibilidad de clase I humana HLA, supertipos A01, A02, A03, B27, B27 y 

B35 fueron sintetizados en la Sección de Instrumentación de Genética Molecular de la 

Universidad de Georgia, Athens, GA, Estados Unidos. Como fuente de toxoide tetánico, se 

utilizó una vacuna comercial (Tetanol Pur, ELEA, Novartis, Alemania) Para la estimulación con 

antígenos derivados del T. cruzi, se utilizó un lisado de amastigotes de la cepa Brasil, 

preparado según se detalla en el apartado 2.6.  
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2.12.2 Determinación de efectos citotóxicos del alopurinol 

Para determinar posibles efectos citotóxicos del alopurinol sobre las poblaciones celulares, 3 

X 106 PBMC fueron sembradas en placas de 24 pocillos (Nalgen, Nunc International, 

Dinamarca) en RPMI 1640 completo (Mediatech, Herndon, VA, USA) suplementado con 10% 

SFB (Natocor, Villa Carlos Paz, Córdoba, Argentina), en presencia o ausencia de alopurinol 

en un rango de concentración de 25-300µg/ml o el vehículo de la droga (NaOH 0.01M) 

durante 24-48hs, en estufa gaseada a 37oC. La frecuencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ así 

como de monocitos CD14+ viables y no viables se determinaron mediante tinción con 1μg/ml 

de 7-Amino-actinomicina D (7-AAD) (BD Pharmigen, San Diego, CA, Estados Unidos) en 

combinación con anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos, anti CD8 APC, anti 

CD4 PE y anti CD14 FITC (BD Pharmigen, San Diego, CA, Estados Unidos)  por 30 minutos a 

4ºC. Posteriormente, las células fueron lavadas 2 veces en PBS 1% SFB y resuspendidas en 

paraformaldehído al 1% hasta ser leídas en el citómetro de flujo. Se contaron al menos 

500.000 eventos/muestra en un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, 

CA, Estados Unidos). El análisis de los datos obtenidos se realizó mediante el programa 

Flowjo versión 6 o superior (Tree Star, San Carlos, CA, USA), seleccionándose la población 

de linfocitos y de monocitos de acuerdo a la granulosidad y tamaño de las células (FSC vs 

SSC). 

 

2.12.3 Ensayos de ELISPOT para cuantificar la respuesta celular T específica para distintos 

antígenos 

El número de linfocitos T específicos de distintos antígenos productores de IFN-γ e IL-2 se 

determinó mediante la técnica de ELISPOT, según se detalla en el apartado 2.7. Se utilizaron 

por separado los siguientes estímulos antigénicos, HSV-1 cepa F inactivado por tratamiento 

con luz U.V.  (multiplicidad de infección de 10 unidades formadoras de placa/célula), un pool 
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de péptidos derivados del virus de Influenza (1µg/ml/peptide), toxoide tetánico (dilución 1/20) 

y lisado de amastigotes de T. cruzi (10µg/ml). Para la estimulación policlonal se utilizó 20ng/ml 

de PMA y 500ng/ml de Ionomicina (ambos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos). 

Los ensayos se realizaron en presencia o ausencia de alopurinol (300µg/ml en  NaOH 0.01M). 

El control en ausencia de estímulo antigénico incluyó el vehículo de la droga (NaOH 0.01M). 

Las motas fueron contadas y analizadas con un lector automático (CTL, Shaker Heights, OH, 

Estados Unidos) que permite determinar no sólo el número de linfocitos T específicos de 

antígeno sino también el tamaño medio de la mota como medida de la magnitud de la 

producción de citocinas por célula. En el análisis sólo se incluyeron aquellas muestras con 

respuestas específicas de antígeno que resultaran positivas.  

 

2.12.4 Determinación de la expresión de CD62L en linfocitos T 

Para determinar el efecto del alopurinol sobre la expresión de CD62L, 1 x 106 PBMC fueron 

incubadas en 1 ml de PBS en tubos de polipropileno de fondo redondo a 37ºC con agitación 

suave (250 rpm) durante 1h, en presencia o ausencia de PMA (100nM, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, Estados Unidos) y alopurinol (300µg/ml en PBS y ausencia del vehículo de la 

droga). Las células fueron entonces recuperadas y marcadas con anticuerpos monoclonales 

conjugados anti CD4 PerCP y anti CD62L APC (BD Pharmigen, San Diego, CA, Estados 

Unidos), durante 15 minutos a 25ºC. Luego, las células fueron lavadas 2 veces en PBS y 

resuspendidas para ser leídas en el citómetro de flujo. Se contaron al menos 200.000 

eventos/muestra en un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA, 

USA). El análisis de los datos obtenidos se realizó mediante el programa Flowjo versión 6 o 

superior (Tree Star, San Carlos, CA, USA), seleccionándose la población de linfocitos de 

acuerdo a la granulosidad y tamaño de las células (FSC vs SSC). La razón de descenso en la 

expresión de CD62L en linfocitos T CD4+ se calculó dividiendo el porcentaje de expresión en 
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ausencia de PMA por el porcentaje de expresión en presencia de PMA, tanto para las 

muestras tratadas como las no tratadas con alopurinol. Luego, se comparó los datos 

cumulativos de las razones obtenidas en presencia y ausencia de alopurinol para determinar 

el efecto de la droga.   

 

2.12.5 Determinación de los niveles de  intermediarios reactivos del oxígeno (IRO) 

intracelulares en linfocitos T 

Los niveles de IRO intracelulares fueron determinados siguiendo las indicaciones de Yano S y 

col., 1998. Para este ensayo, 1 X 106 PBMC fueron marcadas con anti CD3 APC (BD 

Pharmigen, San Diego, CA, Estados Unidos) en PBS durante 15minutos a 25ºC. Luego, las 

células fueron lavadas 2 veces en PBS, resuspendidas en una solución de 1ml de PBS 

conteniendo 2’ 7’-diclorofluorecina di-acetato (DCFH-DA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

Estados Unidos) en una concentración de 100nM, e incubadas a 37ºC por 15 minutos en 

presencia o ausencia de alopurinol (300µg/ml en PBS y ausencia del vehículo de la droga). 

Seguidamente, se agregó, o no, según corresponda, PMA (100nM) y se incubó por 1h a 37ºC 

con agitación suave (250 rpm). Transcurrido el tiempo de incubación, las células fueron 

directamente leídas en un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA, 

Estados Unidos). Se contaron al menos 200.000 eventos/muestra. El compuesto intracelular 

derivado de la hidrólisis y oxidación intracelular de DCFH-DA, 2’ 7’-diclorofluoresceina (DCF), 

fue detectado en el canal FL-1. La intensidad mediana de fluorescencia se tomó como medida 

de los niveles intracelulares de IRO.  

 

2.13 Estudio de la capacidad proliferativa de linfocitos T mediante citometría de flujo  

La capacidad proliferativa de linfocitos T se determinó mediante tinción con 

carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE)  y análisis mediante citometría de flujo. Para 
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ello, se descongelaron y resuspendieron 1 X 107 PBMC en 1ml de PBS conteniendo CFSE 

(CFSE; CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit, Invitrogen, Grand Island, NY, USA) en una 

concentración de 1μM y se incubó a 37ºC durante 3 minutos. Para finalizar la marcación, se 

agregaron 5 volúmenes de medio de cultivo RPMI 1640 completo helado (Mediatech, 

Herndon, VA, Estados Unidos) suplementado con 10% de SFB inactivado  (Natocor, Villa 

Carlos Paz, Córdoba, Argentina), se incubó 5 minutos en hielo y se realizaron 3 lavados con 

10ml de RPMI 1640 completo helado suplementado con 10% de SFB inactivado. 

Seguidamente, 1.5 X 106 células colocadas en placas de 24 pocillos (Nalgen, Nunc 

International, Dinamarca) fueron incubadas en presencia o ausencia de 2μg/ml de 

enterotoxina B de Staphylococcus (SEB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) 

durante 6 días en cámara a 37ºC y 5% CO2. Una vez finalizado el período de incubación, las 

células fueron marcadas con 1μg/ml de 7-AAD, para excluir células no viables, en 

combinación con los anticuerpos monoclonales anti CD8 APC y anti CD4 PE (BD Pharmigen, 

San Diego, CA, USA)  por 30 minutos a 4ºC. Las células fueron posteriormente lavadas 2 

veces con PBS 1% SFB y resuspendidas en paraformaldehído al 1% hasta ser leídas en el 

citómetro de flujo. Se contaron al menos 500.000 eventos/muestra en un citómetro de flujo 

FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA). El análisis de los datos obtenidos se 

realizó mediante el programa Flowjo versión 6 o superior (Tree Star, San Carlos, CA, USA). 

Las células no viables se excluyeron en base a la tinción con 7-AAD. La proporción de 

linfocitos T proliferativos (CFSEbajo) se determinó restando el porcentaje de linfocitos T 

CFSEbajo en cultivos en ausencia de SEB (sin estímulo) al porcentaje de linfocitos T CFSEbajo 

en cultivos estimulados con SEB. El porcentaje de linfocitos T CFSEbajo en cultivos en 

ausencia de SEB fue, por lo general, menor al 2%. La frecuencia de precursores proliferativos 

(del inglés, precursor frequency) se determinó con la plataforma para análisis de proliferación 

del software Flowjo, que calcula un modelo para los ciclos de proliferación y determina el Nº 
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de células en cada ciclo; la frecuencia de precursores proliferativos indica el porcentaje de 

células en la muestra original que entraron en proliferación en respuesta al estímulo.      

 

2.14 Análisis estadístico  

2.14.1 Seguimiento longitudinal de la respuesta celular T y B en pacientes tratados con 

benznidazol 

Los cambios cuantitativos en la respuesta celular a distintos tiempos de seguimiento en el 

grupo de pacientes tratados y no tratados se determinaron por ANOVA por rangos de 

Friedman. Para comparar los niveles de linfocitos productores de IFN-γ entre individuos 

tratados y no tratados se utilizó la prueba de Mann-Whitney U sobre las diferencias 

postratamiento/pretratamiento de cada grupo. Para comparar los porcentajes de las distintas 

poblaciones totales de linfocitos T entre individuos tratados y no tratados se utilizó la prueba 

de Mann-Whitney U sobre las diferencias postratamiento/pretratamiento de cada grupo. Para 

confrontar la proporción de pacientes que muestran variaciones en la respuesta celular o en el 

nivel de anticuerpos contra proteínas recombinantes se utilizaron las pruebas de chi cuadrado 

y el test exacto de Fisher. Para comparar el porcentaje de linfocitos T vírgenes periféricos 

entre el grupo control no infectado y el grupo de pacientes con infección crónica por T. cruzi 

se recurrió al test de Mann-Whitney U. Se consideraron diferencias significativas en el caso de 

obtener un valor P< 0,05.  

 

2.14.2 Seguimiento longitudinal de la respuesta celular T y B en pacientes tratados con una 

combinación secuencial de alopurinol seguido de benznidazol  

Para comparar los títulos de anticuerpos entre los grupos tratado y no tratado se utilizó la 

prueba de Mann-Whitney U sobre las diferencias postratamiento/pretratamiento de cada 

grupo. Para comparar las variaciones en el porcentaje de células T vírgenes y de células T 
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HLA-DR+ en un lapso de tiempo de seguimiento, se calculó para cada individuo la razón entre 

el porcentaje observado al final del seguimiento y el correspondiente al inicio del seguimiento. 

Posteriormente las razones obtenidas para cada grupo de estudio se confrontaron  

aplicándose el test de Kruskal-Wallis con comparaciones múltiples de Dunn. El test Mann-

Whitney U se utilizó para comparar la frecuencia de precursores proliferativos de los pacientes 

tratados y no tratados. La relación entre la capacidad proliferativa y el porcentaje de linfocitos 

T CD4+CD62L+ se estudió mediante el test de correlación de Spearman. Se consideraron 

diferencias significativas en el caso de obtener un valor P< 0,05. 

 

2.14.3 Ensayos in vitro para estudiar el efecto del alopurinol sobre la activación antígeno 

específica y policlonal de linfocitos T humanos 

La expresión de marcadores de superficie y los niveles de incorporación de 7-AAD en los 

ensayos para estudiar efectos citotóxicos frente a las distintas concentraciones de alopurinol y 

el vehículo de la droga fueron comparados mediante el test de Kruskal-Wallis con 

comparaciones múltiples de Dunn. Para comparar el número de linfocitos T específicos de 

antígeno, el tamaño medio de spot, la expresión de CD62L y los niveles de IRO intracelulares 

entre aquellas muestras de PBMC tratadas y no tratadas con alopurinol, se recurrió al test de 

Wilcoxon para muestras pareadas. Se consideraron diferencias significativas en el caso de 

obtener un valor P < 0,05. 

 

2.14.4 Seguimiento longitudinal del porcentaje de monocitos CD14+CD16+ en pacientes 

tratados con benznidazol 

Para comparar los porcentajes de monocitos CD14+CD16+ pre y postratamiento con 

benznidazol, se utilizó el test de Wilcoxon para muestras pareadas. Para comparar los 

porcentajes de monocitos CD14+CCR2bajo en un lapso de seguimiento de 12 meses, se 
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calculó para cada individuo la razón entre el porcentaje observado al final del seguimiento y el 

correspondiente al inicio del seguimiento. Posteriormente las razones obtenidas para el grupo 

tratado con benznidazol y el grupo no tratados  se confrontaron  aplicándose el  test de Mann-

Whitney U. 



 

RESULTADOS 
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3. RESULTADOS 
 
 
3.1 Caracterización fenotípica de la población de linfocitos T específicos de 

Trypanosoma cruzi en PBMC de pacientes asintomáticos con enfermedad de Chagas 

crónica  

Los linfocitos T constituyen una población celular heterogénea que puede subagruparse en 

distintas poblaciones de acuerdo a la expresión de un conjunto particular de moléculas 

(también denominadas marcadores) de superficie e intracelulares. La evolución de una 

respuesta inmune se acompaña de cambios en la expresión de éstas moléculas (Callan M y 

col., 1998, 2000; Hislop A y col., 2002; Appay V y col., 2002), surgiendo así la idea de que el 

perfil de expresión de moléculas de superficie e intracelulares o el fenotipo de los linfocitos 

pueden reflejar su historia de exposición al antígeno (Amyes E y col., 2003; Appay V y col., 

2002), o ser indicativo de su capacidad funcional (Hamann D y col., 1997; Sallusto F y col., 

1999; Geginat J y col., 2003; Rufer N y col., 2003).  

 

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron una relación inversa entre el grado de 

severidad de la enfermedad, determinado por el grado de avance de la cardiopatía, y el  

número de linfocitos T periféricos específicos para T. cruzi productores de IFN-γ (Laucella SA 

y col., 2004). Con el objetivo de ahondar en la caracterización fenotípica de los linfocitos T 

específicos de T. cruzi en pacientes con enfermedad de Chagas crónica, se evaluó la 

expresión de distintos marcadores de relevancia  para el estudio de linfocitos T de memoria 

en la población de linfocitos T CD4+ productores de IFN-γ. La Figura 1 muestra los resultados 

obtenidos a partir del estudio de 9 pacientes en el estadio asintomático (grupo G0, media ± 

DS= 49.4 ±9 .7 años), observándose una baja expresión de la cadena β del receptor de la 

citocina de proliferación homeostática IL-15 (CD122, media ± DS= 10 ± 11.2%) y una baja a 
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mediana expresión de la cadena α del receptor de la citocina antiapoptótica IL-7 (CD127, 

media ± DS= 33.4 ± 11.2%). Asimismo, se evidenció una baja expresión del receptor de las 

quimiocinas CCL19/CCL21, característico de linfocitos T de memoria central (CCR7, media ± 

DS= 14.2 ± 6.5%), mientras que la expresión de KLRG-1 (del inglés, Killer cell lectin-like 

receptor subfamilia G member 1), directamente relacionada con el número de ciclos de 

estimulación del receptor T (Voehringer D y col., 2002; Thimme R y col., 2005), no alcanzó al 

50% (KLRG-1, media ± DS= 26.7 ± 9.5%). La expresión de CD122, CCR7 y CD127 

observada muestran que la población de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de 

IFN-γ está enriquecida en linfocitos T efectores o de memoria efectora con una baja 

capacidad de proliferación homeostática. Sin embargo, el bajo número de ciclos de 

estimulación del receptor T evidencia un nivel alto de reclutamiento de linfocitos T efectores a 

partir de la activación reciente de linfocitos T vírgenes. 
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Figura 1: Fenotipo de linfocitos T CD4 + específicos de T. cruzi productores de IFN- γ en 

pacientes G0. Para el estudio se utilizó la técnica de tinción intracelular de citocinas por citometría de 

flujo, según se detalla en materiales y métodos. A- Gráficos representativos de citometría de flujo 

obtenidos de uno de los pacientes evaluados. Se muestra la producción de IFN-γ en función de 

distintos marcadores de superficie celular, luego de la selección de  linfocitos T CD4+ basado en las 

características de tamaño  (FSC), granulosidad (SSC)  y expresión de CD4. Los valores en el 

cuadrante superior derecho de cada panel señalan el porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresa 

cada marcador, mientras que los valores en el cuadrante superior izquierdo señalan el porcentaje de 

linfocitos T CD4+ negativos para la expresión del marcador estudiado. B- Datos cumulativos. Se 

muestra el porcentaje promedio de expresión de los distintos marcadores en células T CD4+ 

específicas a partir de valores obtenidos de 9 pacientes. La barra sobre cada columna señala el 

desvío standard. 
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3.2 Impacto del tratamiento con benznida zol sobre la respuesta celular T y B 

específicas de Trypanosoma cruzi en pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

Datos previos de nuestro grupo de investigación (Laucella SA y col., 2004, Albareda MC y 

col., 2006; Albareda MC y col., 2010) en conjunto con los datos de la Figura 1, señalan que la 

población de linfocitos T específicos para T. cruzi muestra rasgos funcionales y fenotípicos 

similares a los observados en otras infecciones crónicas (Lang KS y col., 2005;  Fuller MJ y 

col., 2005; Obar JJ y col., 2004), esto es,  baja capacidad de proliferación homeostática y 

producción predominante de IFN-γ y muy baja frecuencia de linfocitos productores de IL-2. En 

modelos experimentales de infección crónica viral  se ha demostrado que el mantenimiento en 

circulación de linfocitos T específicos de antígeno con baja capacidad de proliferación 

homeostática requiere  la continua estimulación antigénica (Wherry EJ y col., 2004; Shin H y 

col., 2007; Shin H y Wherry EJ, 2007), contrariamente a lo observado en el caso de 

eliminación completa del patógeno agresor, donde se genera una memoria de tipo central 

mantenida principalmente por señales homeostáticas independiente de la presencia 

antigénica. De esta forma, la frecuencia de linfocitos T antígeno-específicos estaría 

relacionada con la carga antigénica tanto en infecciones crónicas humanas como murinas.   

 

3.2.1 El número de linfocitos T específicos de Trypanosoma cruzi productores de IFN-γ 

disminuye significativamente 12 meses postratamiento con benznidazol 

Basado en los resultados expuestos anteriormente es razonable pensar que si el tipo de 

respuesta celular específica para T. cruzi generada en los pacientes crónicamente infectados 

depende de la presencia del parásito, la eliminación del mismo o una disminución en la carga 

parasitaria debiera traducirse en la desaparición o descenso en la frecuencia de linfocitos T 

específicos, en una disminución del estado de activación global del sistema inmune, y como 

alcance máximo, el surgimiento de memoria inmunológica de tipo central, desarrollada cuando 
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el antígeno es totalmente eliminado. Para explorar esta posibilidad, realizamos un monitoreo 

longitudinal de la frecuencia de linfocitos T específicos para T. cruzi productores de IFN-γ e IL-

2 mediante la técnica de “análisis de motas por inmunoabsorción unida a enzimas” (ELISPOT; 

del inglés, enzime-linked immunosorbent spot) y un monitoreo de la respuesta de linfocitos B 

específica de T. cruzi mediante serología en 43 pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

bajo tratamiento con benznidazol y un grupo control de 32 pacientes con enfermedad de 

Chagas crónica no tratados. Se tomaron muestras previo al inicio del tratamiento y a los 12, 

24 y 36 meses luego de iniciado el tratamiento. En un grupo de estos pacientes también se 

tomaron muestras a los 2 y 6 meses postratamiento. El seguimiento en el grupo no tratado se 

realizó a intervalos equivalentes. Dentro del grupo tratado se incluyeron pacientes 

asintomáticos (Grupo G0, n=35) o con sintomatología leve (Grupo G1, n=8), mientras que en 

el grupo no tratado se incluyeron solo pacientes asintomáticos. Los pacientes fueron 

agrupados según presentaran (respondedores, 74.5% en el grupo tratado y 81.25% en el 

grupo no tratado), o no (no respondedores), respuesta positiva en el ELISPOT de IFN-γ al 

momento de inicio del seguimiento (Tabla 1). La respuesta positiva fue definida según se 

detalla en materiales y métodos. No se encontraron diferencias significativas en el nivel de 

respuesta por la técnica de ELISPOT para IFN-γ al inicio del seguimiento entre el grupo 

tratado y el no tratado, ya sea estudiando sólo el conjunto de respondedores (P= 0.1) o 

incluyendo en el análisis respondedores y no respondedores (P= 0.2) (test de Mann-Whitney). 
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Tabla 1. Respuesta celular T específica de T. cruzi determinada por ELISPOT en la población 

evaluada al inicio del estudio. 

 

 Benznidazol No tratados 

Estadio clínicoa ELISPOT para IFN-γ 

Respondedores b       No respondedores c 

ELISPOT para IFN-γ 

Respondedores         No respondedores 

G0 25 10 26 6 

G1 7 1 _ _ 

Total 32 11 26 6 

 

a Los pacientes fueron agrupados en distintos estadios clínicos de acuerdo a la clasificación de 

Kuschnir E, 1985. Grupo G0, pacientes con serología positiva sin alteraciones en el ECG ni en la placa 

torácica; Grupo G1 pacientes con serología positiva sin alteraciones en la placa torácica pero con 

alteraciones en el ECG. 
b Pacientes en los cuales la frecuencia de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ fue 

superior al límite de detección de la técnica de ELISPOT.   
c Pacientes en los cuales la frecuencia de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ fue 

menor al límite de detección de la técnica de ELISPOT.   

 

 

 

 

El número de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ determinados por la 

técnica de ELISPOT disminuyó significativamente en el grupo tratado comparado con el no 

tratado, 12 meses después del comienzo del tratamiento (Figura 2). 

 

 
 
 
 
 
 



   Resultados 
 
 
 

 

91

 

Figura 2: Efecto del tratamiento con benznidazo l en el número de linfocitos T específicos de T. 

cruzi productores de IFN- γ en pacientes con enfermedad de Chagas crónica. A la izquierda se 

presentan los resultados obtenidos a partir de pacientes tratados. A la derecha, seguimiento de 12 

meses en pacientes no tratados. 0= Momento previo al tratamiento, 12= 12 meses después de 

comenzado el tratamiento (Grupo tratado) o seguimiento (Grupo no tratado). En cada caso los valores 

obtenidos para cada paciente se unen con barras. En el eje de las Y se señala el número de PBMC 

productoras de IFN-γ cada 1x 106 PBMC totales. Las determinaciones se realizaron mediante la técnica 

de ELISPOT. (*) P= 0,041, test de Mann-Whitney comparando las diferencias pos y pretratamiento 

entre tratados y no tratados.  

 

Luego de 36 meses de seguimiento, se registró un descenso significativo en el número de 

linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ en 23 pacientes de un total de 32 

(72%) tratados evaluados (Tabla 2). Más aún, en 15 de 32 (47%) pacientes evaluados se 

registraron descensos por debajo del límite de detección de la técnica de ELISPOT. Estos 

datos demuestran un impacto sustancial del tratamiento sobre el sistema inmune en la 

mayoría de los pacientes tratados. Sólo 1 de un total de 26 pacientes no tratados presentó un 

comportamiento equivalente. 
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Tabla 2. Datos cumulativos de la magnitud de descenso de la respuesta celular T específica de 

T. cruzi productora de IFN- γ luego del tratamiento con benznidazol.     

Benznidazol No tratados  

Meses luego 

de iniciado el 

seguimiento 

 

ELISPOT para IFN-γ por debajo 

del límite de deteccióna 

 

Disminución 

mayor a 3 vecesb 

 

Total 

 

Total 

12 5/26 4/26 9/26 c 0/13 

24 8/32 7/32 15/32 d 1/23 

36 15/32 8/32 23/32 e 1/26 

a Proporción de pacientes en los cuales el número de linfocitos T específicos de T. cruzi productores 

de IFN-γ alcanzó niveles por debajo del límite de detección de la técnica de ELISPOT en uno o más 

puntos de medición postratamiento.  
b Proporción de pacientes en los cuales el número de linfocitos T específicos de T. cruzi productores 

de IFN-γ, disminuyó al menos 3 veces comparado con el número previo al inicio del tratamiento en uno 

o más puntos de medición postratamiento.   
c P = 0.04, vs. no tratados (Test exacto de Fisher). 
d P = 0.0001, vs. no tratados (Test exacto de Fisher). 
e P = 0.00001, vs. no tratados (Test exacto de Fisher). 

 

 

3.2.2 El tratamiento con benznidazol promueve un aumento temprano en el número de 

linfocitos T específicos de Trypanosoma cruzi productores de IFN-γ con fenotipo efector o de 

memoria efectora  

Con el objetivo de determinar en forma más precisa el tiempo mínimo de monitoreo en el cuál 

era posible detectar un descenso en el número de linfocitos T específicos de T. cruzi 

productores de IFN-γ, se evaluaron por ELISPOT muestras de PBMC de un subgrupo de 

pacientes obtenidas a los 2 y 6 meses postratamiento. Llamativamente, en 7 de un total de 19 

pacientes tratados estudiados se registró un incremento significativo en el número de 

linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ a los 2 o 6 meses postratamiento 
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previo al descenso observado a los 12 meses postratamiento (Figura 3). Más aún, este 

incremento temprano y posterior descenso también se registró en 3 de 7 pacientes que 

presentaban respuesta negativa por ELISPOT previo al inicio del tratamiento (Figura 4). Este 

comportamiento no se registró en ninguno de los 7 pacientes no tratados evaluados.  

 

 

 

Figura 3: Cinética de la respuesta celular T específica para T. cruzi luego del tratamiento con 

benznidazol en pacientes con respuesta inicial de ELISPOT positiva para IFN- γ El número de 

linfocitos T específicos para T. cruzi productores de IFN-γ se determinó a diferentes tiempos luego de 

iniciado el seguimiento mediante la técnica de ELISPOT. En algunos pacientes se registró un 

incremento a los 2-6 meses luego del comienzo del tratamiento, seguido por un marcado descenso a 

los 12 meses (P= 0.012, test de Rangos de Friedman). Este comportamiento no se registró en ningún 

paciente no tratado (derecha, No tratados). Cada panel representa los datos de un individuo a modo 

de ejemplo. El número de identificación del paciente se señala en el extremo superior derecho. Cada 

panel muestra el número de células productoras de IFN-γ cada 1 x 106 PBMC totales en función de los 
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meses de seguimiento. El conjunto de paneles es una selección representativa de la población 

estudiada. 0= Momento del inicio estudio. BZ= Pacientes tratados con benznidazol (tiempo 0= inicio 

del tratamiento). 

 

 

 

 

Figura 4: Cinética de la respuesta celular T específica para T. cruzi luego del tratamiento en 

pacientes con respuesta inicial de ELISPOT para IFN- γ  por debajo del límite de detección. El 

número de linfocitos T específicos para T. cruzi productores de IFN-γ se determinó a diferentes 

tiempos luego de iniciado el seguimiento mediante la técnica de ELISPOT. El mismo comportamiento 

descripto en la Figura 3 se registró en 3 pacientes tratados (paneles de la izquierda, Tratados), pero 

en ningún paciente no tratado (paneles de la derecha, No tratado), en los cuales la reactividad para el 

ELISPOT de IFN-γ era negativa previo al inicio del tratamiento con benznidazol. Cada panel 

representa los datos de un individuo a modo de ejemplo. En el extremo superior derecho se señala el 

número de identificación del paciente. Cada panel muestra el número de células productoras de IFN-γ 
cada 1 x 106 PBMC totales en función de los meses de seguimiento. El conjunto de paneles es una 

selección representativa de la población estudiada. 0= Momento de inicio del estudio. La línea 

punteada señala el límite de detección de la técnica. Aquellas respuestas por debajo de este límite se 

consideraron negativas. BZ= Pacientes tratados con benznidazol (tiempo 0= inicio del tratamiento). 
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De manera similar a lo observado en pacientes con enfermedad de Chagas crónica que no 

habían recibido tratamiento parasiticida (Figura 1) la población de linfocitos T específicos de 

T. cruzi productores de IFN-γ generado a los 2-6 meses postratamiento mostró un 

enriquecimiento en células con fenotipo característico de linfocitos T efectores o de memoria 

efectora. Así, los estudios de tinción intracelular de citocinas por citometría de flujo en un 

grupo de 7 pacientes evidenció una baja expresión de la cadena ȕ del receptor de la citosina 

de proliferación homeostática IL-15 (CD122, media ± DS= 4.6 ± 3.7%) y una baja expresión 

del receptor de las quimiocinas CCL19/CCL21, característico de linfocitos T de memoria 

central  (CCR7, media ± DS= 4.8 ± 1.9%) (Figura 5A y B). Sin embargo, se evidenció un 

enriquecimiento en la cadena α del receptor de la citocina antiapoptótica IL-7 (CD127, media 

± DS= 62.9 ± 15.4%) en comparación con pacientes no tratados (Figura 5B). Esto podría 

deberse a la expansión de la población de linfocitos de T memoria efectora específicos de T. 

cruzi productores de IFN-γ.  
 

 



   Resultados 
 
 
 

 

96

 

Figura 5: Fenotipo de linfocitos T CD4 + específicos de T. cruzi productores de IFN- γ 2-6 meses 

luego de comenzado el tratamiento con benznidazol. Para el estudio Se utilizó la técnica de tinción 

intracelular de citocinas por citometría de flujo, según se detalla en materiales y métodos. A- Gráficos 

representativos de citometría de flujo obtenidos de uno de los pacientes evaluados. Se muestra la 

producción de IFN-γ en función de distintos marcadores de superficie celular, luego de la selección de 

linfocitos T CD4+ basado en las características de tamaño (FSC), granulosidad (SSC) y expresión de 

CD4. Los valores en el cuadrante superior derecho de cada panel señalan el porcentaje de linfocitos T 

CD4+ que expresa cada marcador, mientras que los valores en el cuadrante superior izquierdo señalan 

el porcentaje de linfocitos T CD4+ negativos para la expresión del marcador estudiado. B- Datos 

cumulativos. Se muestra el porcentaje promedio de expresión de los distintos marcadores en células T 

CD4+ específicas obtenidos a partir de 7 pacientes evaluados entre 2 y 6 meses postratamiento 

(columnas negras). Para su comparación, en columnas blancas se muestran los datos cumulativos de 
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pacientes no tratados. Las barras sobre cada columna señalan el desvío standard. Para comparar el 

porcentaje de expresión de cada marcador entre los dos grupos estudiados se utilizó el test de Mann-

Whitney. 

. 

 

 

 

 

3.2.3 El número de linfocitos T específicos de Trypanosoma cruzi productores de IFN-γ se 

mantiene relativamente constante en ausencia de tratamiento etiológico 

Para corroborar el impacto que el tratamiento ejerce sobre la respuesta celular T específica 

para T. cruzi, se realizó en el mismo paciente un monitoreo de la población de linfocitos T 

productores de IFN-γ en varios tiempos previo a recibir el benznidazol y luego de recibir la 

droga. Se observó que  el número de linfocitos productores de IFN-γ se mantiene 

relativamente constante en ausencia de tratamiento parasiticida (Figura 6), seguido por un 

dramático descenso luego del tratamiento (pacientes PP118, PP06 y PP277). El paciente 

PP100 ejemplifica un caso en que no se observaron descensos en la frecuencia de linfocitos 

T específicos para T. cruzi. 
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Figura 6: Cinética de la respuesta celular T específica para T. cruzi pre y postratamiento con 

benznidazol. El número de linfocitos T específicos para T. cruzi productores de IFN-γ se determinó en 

un lapso de 12 meses previo al inicio el tratamiento (-12) y periódicamente luego de iniciado el 

tratamiento mediante la técnica de ELISPOT. Cada panel representa los datos de un individuo a modo 

de ejemplo. El número de identificación del paciente se señala en el extremo superior derecho. El 

momento inmediatamente previo al inicio del tratamiento se señala con una flecha (BZ, tiempo=0). El 

conjunto de paneles es una selección representativa de la población estudiada. Cada panel muestra el 

número de células productoras de IFN-γ cada 1 x 106 PBMC totales en función de los meses de 

seguimiento.  

 

 

3.2.4 Impacto del tratamiento con benznidazol sobre en número de linfocitos T específicos de 

Trypanosoma cruzi productores de IL-2 

Datos previos de nuestro grupo de investigación mostraron que los pacientes crónicamente 

infectados con T. cruzi presentan una baja frecuencia de linfocitos T productores de IL-2 

específicos para T. cruzi  (Alvarez MG y col., 2008). El tratamiento con benznidazol no alteró 

en general el patrón previamente observado a 36 meses postratamiento. Sin embargo, se 

detectó, en la mayoría de los casos, una cinética similar de las poblaciones de linfocitos T 
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específicos de T. cruzi productores de IL-2 e IFN-γ (Figura 7), observándose la reaparición de 

linfocitos T productores de IFN-γ e IL-2 en 4 pacientes de los 15 que habían negativizado la 

respuesta por ELISPOT para IFN-γ luego del tratamiento (Ver tabla 2 y apartado 3.2.7).  

 

 

 

 

Figura 7. Comparación  de la cinética de la respuesta celular T específica de T. cruzi productora 

de IL-2 y de IFN- γ. El número de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IL-2 e IFN-γ se 

determinó a diferentes tiempos luego de iniciado el seguimiento mediante la técnica de ELISPOT. 

Cada panel representa los datos de un individuo a modo de ejemplo. El número de identificación del 

paciente se señala en el extremo superior derecho. Cada panel muestra el número de células 

productoras de IFN-γ (izquierda, línea continua) e IL-2 (derecha, línea punteada) cada 106 PBMC 

totales en función de los meses de seguimiento. El conjunto de paneles es una selección 

representativa de la población estudiada. 0= Momento de inicio del estudio.  
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3.2.5 Impacto del tratamiento con benznidazol sobre la respuesta B específica de 

Trypanosoma cruzi y sobre las condiciones clínicas de los pacientes 

Luego de 36 meses de seguimiento, sólo 6 de los 43 pacientes tratados con benznidazol 

mostraron seroconversión a valores negativos de la serología convencional. Estos 6 pacientes 

mostraron frecuencias de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ por debajo 

del limite de detección del ELISPOT como consecuencia del tratamiento con benznidazol. 

Asimismo, sólo 3 sujetos mostraron progresión a estadios clínicos mas avanzados de la 

enfermedad, 2 en el grupo tratado y 1 en el grupo no tratado. De esta forma, ni la serología 

convencional (considerando cura serológica), ni los datos clínicos, se correlacionaron con la 

respuesta celular T específica del parásito. Sin embargo, los descensos en la respuesta 

celular T específica de T. cruzi se correlacionaron fuertemente con disminuciones en el título 

de anticuerpos específicos de T. cruzi determinados mediante un ensayo serológico no 

convencional basado en el estudio de la reactividad hacia 14 proteínas recombinantes de T. 

cruzi (multiplex; Cooley G y col., 2008) realizado en el laboratorio de nuestros colaboradores 

(laboratorio del Dr Rick Tarleton, Center for Tropical & Emerging Global Diseases, UGA, 

Estados Unidos)  (Tabla 3).  

 

Mientras que el seguimiento de la respuesta B específica del parásito no mostró alteraciones 

significativas en el grupo de pacientes no tratados, más de la mitad de los pacientes del grupo 

tratado con benznidazol mostraron descensos superiores al 50% en la reactividad hacia al 

menos 1 de las 14 proteínas recombinantes del ensayo de multiplex. En total, 33 de los 43 

pacientes tratados con benznidazol mostraron alteraciones en el perfil inmune específico del 

parásito, ya sea en la respuesta T, determinada por ELISPOT, o la respuesta B, determinada 

por multiplex, en un período de seguimiento de 36 meses postratamiento (Tabla 3). 
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Tabla 3. Correlación entre la disminución de la respuesta celular T específica de T. cruzi 

productora de IFN- γ determinada por ELISPOT y los títu los de anticuerpos específicos de T. 

cruzi determinados por multiplex a los 24- 36 meses postratamiento con benznidazol. 

 

Variable de estudio Benznidazol No tratados  
Valor P de la 

pruebaa 

Disminuciones en el ELISPOT y los títulos de anticuerposb 21 0 <0.001 

Disminuciones solamente en el ELISPOT c 6 1 NS 

Disminuciones solamente en los títulos de anticuerposd 6 1 NS 

Sin cambios en el ELISPOT ni en los títulos de anticuerpose 7 30 <0.001 

Datos insuficientesf 3 0 NS 

Pacientes con alteraciones en la respuesta inmune/       
total de pacientes estudiados 33/43 (74%) 2/32 (6%) <0.001 

 

a Test exacto de Fisher para las diferencias entre el grupo tratado con benznidazol y el grupo no 

tratado. 
b Descensos a valores por debajo del límite de detección del ELISPOT o mayores a 3 veces con 

respecto al valor previo al tratamiento en al menos 1 punto de medición postratamiento, y descensos 

superiores al 50% en la reactividad hacia al menos 1 de las 14 proteínas recombinantes del ensayo de 

multiplex con respecto a los valores previos al tratamiento en al menos 1 punto de medición 

postratamiento. 
c Descensos a valores por debajo del límite de detección del ELISPOT o mayores a 3 veces con 

respecto al valor previo al tratamiento en al menos 1 punto de medición postratamiento. 
d Descensos superiores al 50% en la reactividad hacia al menos 1 de las 14 proteínas recombinantes 

del ensayo de multiplex con respecto a los valores previos al tratamiento en al menos 1 punto de 

medición postratamiento. 
e Los cambios en el ELISPOT no alcanzaron descensos mayores a 3 veces con respecto al valor 

previo al tratamiento y los cambios en el multiplex no alcanzaron descensos superiores al 50% en la 

reactividad hacia al menos 1 de las 14 proteínas recombinantes con respecto a los valores previos al 

tratamiento. Se incluyen los datos de 4 pacientes para los cuales no se determinó la respuesta T por 

ELISPOT a los 2 y 6 meses postratamiento y/o sujetos con respuesta negativa para el ELISPOT que 

no se vio alterada durante el seguimiento. 
f Datos serológicos incompletos o seguimientos menores a 24 meses; respuestas de ELISPOT no 

determinadas a los 2 y 6 meses postratamiento o no confiables.  
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3.2.6 Ensayos in vitro de expansión de linfocitos T específicos de Trypanosoma cruzi  

Como se señaló en el apartado 3.2.1, aproximadamente el 50% de los pacientes tratados con 

benznidazol mostraron un descenso del número de linfocitos T específicos de T. cruzi 

productores de IFN-γ por debajo del límite de detección de la técnica de ELISPOT.  Este 

fenómeno puede deberse a la presencia de un número de linfocitos T específicos para T. cruzi 

productores de IFN-γ demasiado bajo para ser detectado por el ELISPOT o, alternativamente, 

a la eliminación total de los clones de linfocitos T específicos para T. cruzi luego del 

tratamiento. Para  dilucidar este interrogante, se realizaron cultivos primarios en presencia de 

lisado de amastigotes de T. cruzi con el objetivo de expandir los posibles clones de linfocitos T 

específicos del parásito remanentes luego del tratamiento en muestras de PBMC 

provenientes de un conjunto de pacientes que presentaban linfocitos T específicos para T. 

cruzi productores de IFN-γ por debajo del límite de detección por ELISPOT. Este ensayo se 

fundamenta en el fenómeno de expansión clonal de linfocitos T. Al activarse con su estímulo 

antigénico, cada uno de los linfocitos T producirá, en el término de 5 a 8 días, una progenie 

aproximada de 10.000 células hijas que darán lugar a una fase efectora. Este fenómeno es 

seguido de un proceso de contracción en la cual el 90 a 95% de los clones efectores es 

eliminado por apoptosis. La supervivencia de algunos clones da lugar a una fase de memoria, 

aproximadamente 2 semanas luego de la activación inicial, en la que  la frecuencia de 

linfocitos T específicos de antígeno es de 100 a 1000 veces mayor que la encontrada previo al 

encuentro con el antígeno (Williams MA y Bevan MJ, 2007) (Figura 8).  
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Figura 8. Representación esquemática de la ciné tica de respuesta de linfocitos T frente a la 

activación antigénica.  Se muestra el número de linfocitos T antígeno-específicos en función del 

tiempo. Se señala con cabezas de flecha el momento del primer (1er) y segundo (2do) reto antigénico. 

Se señalan las respuestas efectora y de memoria primaria y secundaria. La línea punteada indica el 

límite de detección.  

 

Luego del cultivo, las células se recuperaron y se estudió nuevamente la presencia de 

linfocitos T específicos para T. cruzi productores de IFN-γ mediante la técnica de ELISPOT. 

Se realizaron 7 ensayos de expansión clonal con muestras de PBMC provenientes de 7 

pacientes distintos (Figura 9). Solo en uno de los ensayos realizados fue posible recuperar 

linfocitos T específicos para T. cruzi. Cabe destacar que este único paciente presentó 

reactividad positiva por ELISPOT en tiempos de monitoreo subsiguientes (Figura 9, paciente 

IV, ver apartado siguiente 3.2.7). Como control se realizaron ensayos con PBMC de los 

mismos pacientes en tiempos previos al tratamiento, donde se habían registrado linfocitos T 

específicos de T. cruzi productores de IFN-γ mediante ELISPOT. En estos casos se observó 

una amplificación de 10-20 veces en la frecuencia de linfocitos T específicos de T. cruzi 

productores de IFN-γ, comparado con lo observado previo a la expansión (comparar Figura 
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9A y 9B). Estos resultados corroboran la eliminación de linfocitos T efectores o de memoria 

efectora productores de IFN-γ específicos de T. cruzi luego del tratamiento con benznidazol 

en los pacientes evaluados en estos ensayos. 

 

 

 

Figura 9: Expansiones de linfocitos T específicos de T. cruzi. Se muestran ejemplos 

correspondientes a 4 (I-IV) pacientes en los cuales se registró reactividad negativa para el ELISPOT de 

IFN-γ luego del tratamiento. Los resultados de distintos tiempos evaluados para cada paciente se 

diferencian mediante barras de distinto color. A- Resultados del ELISPOT previo al cultivo, el ensayo se 

realizó con 4 x 105 PBMC estimuladas con lisado de amastigotes. Se muestra el número de linfocitos T 

específicos de T. cruzi productores de IFN-γ cada 4 X 105 PBMC totales. B- Resultados de ELISPOT 

luego de 14 días de cultivo en presencia del lisado de amastigotes, el ensayo se realizó con 1 x 104 

PBMC provenientes de cultivo agregando 1 x 105 PBMC autólogas frescas y estimulando con lisado de 

amastigotes, el control negativo consistió en  105 PBMC autólogas frescas en presencia de estímulo y 

ausencia de células provenientes de cultivo. Se muestra el número de linfocitos T específicos de T. 

cruzi productores de IFN-γ cada 1 X 104 PBMC totales. (*) Respuesta positiva según se indicó en 

Materiales y Métodos. 
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3.2.7 Reaparición de linfocitos T específicos de Trypanosoma cruzi productores de IFN-γ e IL-

2 a tiempos prolongados postratamiento con benznidazol ¿Generación de memoria central y/o 

linfocitos T polifuncionales? 

Los linfocitos T llevan a cabo su función efectora a través de diferentes mecanismos, 

incluyendo secreción de citocinas, coestimulación y citotoxicidad. El reciente desarrollo de la 

citometría de flujo policromática ha permitido el estudio simultáneo del fenotipo y múltiples 

funciones efectoras a nivel de célula única. Este tipo de análisis permitió identificar distintos 

subconjuntos de linfocitos T capaces de llevar a cabo más de una función efectora al mismo 

tiempo. Esta capacidad de llevar a cabo múltiples funciones ha sido definida como 

“polifuncionalidad” y ha sido asociado al concepto de “calidad” de la respuesta T; cuanto 

mayor es el número de funciones efectoras a nivel de célula única, mayor es la calidad de la 

respuesta T.  

 

Como se señaló en el apartado 3.2.1, un importante número de pacientes mostró una 

disminución significativa en el número de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de 

IFN-γ entre los 12 y 36 meses después de haber recibido el tratamiento con benznidazol, 

alcanzándose niveles por debajo del límite de detección en aproximadamente 50% de los 

pacientes evaluados. Estas disminuciones en el número de linfocitos T específicos de T. cruzi 

se correlacionaron con disminuciones en los títulos de anticuerpos específicos de T. cruzi 

determinados por la técnica de multiplex (Tabla 3). Posteriormente, se realizaron 

seguimientos ulteriores (a 48 o 60 meses postratamiento). Se observó que en 11 pacientes de 

15 que habían negativizado el ELISPOT luego del tratamiento, reapareció la población de 

linfocitos T productores de  IFN-γ. En general, esta reaparición fue acompañada de un 

incremento significativo en el número de de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de 

IL-2 (Figura 10), manteniéndose bajos los títulos de anticuerpos específicos de T. cruzi 
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determinados por multiplex. Este llamativo comportamiento de la respuesta  celular T se 

registró en 4 de los 6 pacientes tratados que mostraron cura serológica (apartado 3.2.5).  

 

Es muy interesante destacar que una alta proporción de los pacientes en los que se observó 

una disminución significativa o negativización de la respuesta por ELISPOT para IFN-γ luego 

del tratamiento presentaban una respuesta T productora de IL-2 positiva previo a recibir la 

medicación, pero no en los que no se observaron cambios sustanciales (Tabla 4). De la 

misma manera, las respuestas T productoras de ambas citocinas, IL-2 e IFN-γ, postratamiento 

fueron prevalentes entre aquellos pacientes en los que se observaron cambios en la 

respuesta celular.  En contraposición, fue muy baja la proporción de pacientes con respuestas 

celulares productoras de ambas citocinas postratamiento entre aquellos individuos que no 

mostraron una alteración en la respuesta T luego del tratamiento con benznidazol (Tabla 4). 

Estos resultados sugieren que la respuesta al tratamiento podría estar determinada por el 

estado inmunológico del paciente previo al tratamiento.  
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Tabla 4. Aumento en la proporción de p acientes con linfocitos T productores de IFN- γ e IL-2 

específicos de T. cruzi luego del tratamiento con benznidazol.  

 

a Pacientes en los cuales el número de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ 

alcanzaron niveles por debajo del límite de detección de la técnica de ELISPOT o disminuyeron al 

menos 3 veces, comparado con el número previo al inicio del tratamiento, en uno o más puntos de 

medición postratamiento con benznidazol.  
b Por disponibilidad de muestra, solo fue posible medir la respuesta de IL-2 en 10 pacientes que 

negativizaron la respuesta de IFN-γ y en 6 que mostraron descensos significativos postratamiento con 

benznidazol. 
c El estudio incluyó 9 respondedores y 2 no respondedores previo al tratamiento con benznidazol. 

 

 

Figura 10. Disminución postratamiento por de bajo del límite de detección y posterior 

reaparición de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN- γ e IL-2.  El número de 

linfocitos T específicos para T. cruzi productores de IL-2 e IFN-γ se determinó a diferentes tiempos 

postratamiento mediante la técnica de ELISPOT. Cada panel representa los datos de un individuo a 

modo de ejemplo. El número de identificación del paciente se señala en el extremo superior derecho. 

Cada panel muestra el número de células productoras de IFN-γ (izquierda, línea continua) e IL-2 

(derecha, línea punteada) cada 1 x 106 PBMC totales en función de los meses postratamiento con 

benznidazol. Tiempo 0= inicio del tratamiento. 

Comportamiento del ELISPOT Proporción de pacientes con producción Proporción de pacientes con producción 

para IFN-γ luego del tratamiento de IFN-γ e IL-2 pretratamiento de IFN-γ e IL-2 postratamiento 

ELISPOT para IFN-γ por debajo    

del límite de detección o con 

descenso significativoa 10/16 (63%)b 14/16 (88%) 

Sin cambios significativos   

  4/11 (36%)c 4/11 (36%) 
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3.3 Impacto del tratamiento con benznidazol sobre la población total de linfocitos T en 

pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

Trabajos previos de nuestro grupo de investigación demostraron que a medida que aumenta la 

severidad de la enfermedad  existe una disminución en la frecuencia de linfocitos T CD4+ y 

CD8+ vírgenes (CD45RA–CD27+CD28+), CD4+ y CD8+ de memoria poco diferenciados 

(CD45RA–CD27+CD28+) y un aumento de linfocitos T CD4+ y CD8+ altamente diferenciados 

(CD8+CD45RA–CD27–CD28–) en la población  total de linfocitos T CD8+ (Albareda MC y col., 

2006; Albareda MC y col., 2010)   

 

En el presente trabajo, también cuantificamos la población de linfocitos T vírgenes en 

pacientes crónicamente infectados pero utilizando los marcadores CCR7 y CD62L. Se 

corroboró que la frecuencia  de  linfocitos T vírgenes CD4+ y CD8+ se encuentran 

significativamente disminuidos en pacientes en estadio G0 en comparación con sujetos no 

infectados (Figura 11). Esta serie de evidencias demuestran que la infección crónica con T. 

cruzi no sólo impacta sobre la población de linfocitos T que reconocen al parásito en forma 

específica, sino que impacta también sobre un número importante de linfocitos T del 

organismo que no presentan especificidad por T. cruzi.    
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Figura 11. Porcentaje de linfocitos T vírgenes en pacientes G0 y sujetos co ntroles no infectados. 

Se determinó el porcentaje de linfocitos T CD4+ (A) y CD8+ (B) totales positivos para los marcadores 

CD45RA, CD62L y CCR7 en PBMC mediante la técnica de citometría de flujo.  

 

 

Para evaluar si el tratamiento con benznidazol induce variaciones en la frecuencia de linfocitos 

T totales de memoria central/efectora, linfocitos T vírgenes, linfocitos T altamente diferenciados 

y en los niveles de linfocitos T apoptóticos, se determinó la expresión de los marcadores 

CD45RA en combinación con CCR7/CD62L, CD27/CD28 y  caspasa 3 activa, 

respectivamente, sobre la población total de linfocitos T CD4+ y CD8+, mediante la técnica de 

citometría de flujo. Este ensayo se realizó en muestras de linfocitos T provenientes de PBMC 

tomadas previo al tratamiento y 24 meses postratamiento de 21 pacientes tratados y 15 

pacientes no tratados. La frecuencia de linfocitos T vírgenes, ya sea determinada por la 

combinación CD45RA+CD27+CD28+ o por la combinación CD45RA+CD62L+CCR7+ (tanto 

CD4+ como CD8+)  no se vio significativamente alterada 24 meses luego del comienzo del 

tratamiento (P> 0.05). Tampoco se vio alterada la frecuencia de linfocitos T poco diferenciados 

con experiencia antigénica (CD8+CD45RA–CD27+CD28+). Asimismo, la frecuencia de linfocitos 

T de memoria central (CD45RA–CD62L+CCR7+), de memoria efectora (CD45RA–CD62L–
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CCR7–) así como la expresión de caspasa 3 activa, tanto en linfocitos T CD4+ como en CD8+, 

no se vieron afectadas 24 meses pos tratamiento.  
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3.4 Tratamiento combinado secuencial con alopurinol y benznidazol en la enfermedad 

de Chagas crónica: un ensayo piloto  

Actualmente existe un consenso acerca de la necesidad de obtener nuevas drogas para el 

tratamiento de la etapa crónica de la infección por T. cruzi que presenten mayor eficacia y 

menos efectos adversos. Como se mencionó anteriormente, el benznidazol y el nifurtimox son 

las drogas principalmente recomendadas para el tratamiento de la infección con T. cruzi. 

Alternativamente, el alopurinol ha sido utilizado para el tratamiento de la fase crónica de la 

infección por T. cruzi, mostrando eficacia variable (Gallerano RH y col., 1991; Apt W y col., 

1998, 2003 y 2005; Rassi A y col., 2007). 

 

Si bien en la actualidad se están llevando a cabo investigaciones con el objetivo de estudiar 

numerosos compuestos nuevos potencialmente eficaces para el tratamiento de la infección 

por T. cruzi, será necesario esperar aún varios años para que estos compuestos alcancen 

aplicación clínica (Buckner FS y Navabi N, 2010).  Una posible estrategia alternativa para 

aumentar la eficacia del tratamiento sería combinar drogas actualmente disponibles que 

presenten diferentes mecanismos de acción.  

 

El benznidazol y el nifurtimox presentan mecanismos de acción similares, ambas drogas 

alteran el equilibrio redox intracelular de tripanosomátidos (Maya JD y col., 1997). A diferencia 

de estos últimos dos compuestos, el alopurinol es un análogo de hipoxantinas que es 

incorporado al ARN y bloquea la síntesis de novo de nucleótidos de purina (Marr JJ, 1991).  

 

En los apartados anteriores del presente trabajo se demostró la utilidad del seguimiento de la 

respuesta celular T para monitorear el impacto del tratamiento con benznidazol durante la 

fase crónica de la enfermedad de Chagas. Las herramientas descriptas anteriormente fueron 
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aplicadas al monitoreo de un ensayo piloto en un grupo de 15 pacientes con enfermedad de 

Chagas crónica en fase asintomática bajo tratamiento combinado secuencial con alopurinol 

seguido de  benznidazol. 

 

3.4.1 Tolerancia y desarrollo de reacciones adversas a las drogas en pacientes con 

enfermedad de Chagas crónica bajo tratamiento combinado secuencial con alopurinol y 

benznidazol 

Dado que el tratamiento combinado secuencial con alopurinol y benznidazol representa un 

nuevo abordaje, el primer paso fue verificar la tolerabilidad hacia el tratamiento. Se 

observaron reacciones adversas al benznidazol en 7 pacientes mientras que sólo 1 paciente 

mostró reacción adversa al alopurinol. Las principales reacciones adversas observadas fueron 

dermatitis leves en 4 pacientes y moderadas en otros 4 pacientes. No se observaron 

reacciones adversas severas a ninguna de las dos drogas. Sin embargo, 2 sujetos debieron 

abandonar el tratamiento (tasa de abandono del 14%); uno durante el tratamiento con 

alopurinol y otro durante el tratamiento con benznidazol. Dos pacientes mostraron leucopenia 

leve y reversible y un leve aumento en los niveles de transaminasas.  

 

Durante el seguimiento, cuatro pacientes no regresaron a los controles, 2 de ellos en el primer 

control posbenznidazol y 2 al segundo control posbenznidazol.  Por lo tanto, fue posible 

completar el esquema de tratamiento completo en 11 pacientes con una mediana de 

seguimiento de 32 meses (rango 9-42). Ninguno de los pacientes evaluados mostró 

progresión hacia estadios más severos de la enfermedad de Chagas durante el tiempo de 

seguimiento. En rasgos generales, el tratamiento combinado fue bien tolerado, demostrando 

que es posible aplicar una combinación de drogas para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas crónica.  
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3.4.2 El tratamiento combinado secuencial con alopurinol seguido de benznidazol genera un 

marcado impacto sobre el número de linfocitos T específicos de Trypanosoma cruzi 

productores de IFN-γ 

El número de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ e IL-2 se evaluó 

periódicamente en muestras de PBMC de 11 pacientes del grupo G0 que recibieron el 

tratamiento combinado secuencial completo con una mediana de seguimiento de 18 meses 

(rango 12-48 meses). Se tomaron muestras previo al inicio del tratamiento, luego de finalizado 

el tratamiento con alopurinol (3 meses postratamiento), a los 6-9 y 12-15 meses luego de 

finalizar el tratamiento con benznidazol, y posteriormente  a intervalos anuales. El rango en la 

toma de muestras entre 6 y 9 meses o 12 y 15 meses luego del tratamiento con benznidazol 

es debido a que los pacientes no siempre concurren al hospital en los tiempos indicados por 

los profesionales.  

 

De manera similar a lo detallado en el apartado 3.2, los pacientes fueron agrupados según 

presentaran (respondedores, 7 de 11, 64%, Figuras 12A y B), o no (no respondedores, 4 de 

11, 36%, Figura 12C), respuesta positiva por la técnica de ELISPOT para IFN-γ al momento 

de inicio del estudio, según se definió en  Materiales y Métodos. 

 

 En 4 de los 7 pacientes respondedores el número de linfocitos T específicos de T. cruzi 

productores de IFN-γ alcanzó niveles por debajo del límite de detección de la técnica de 

ELISPOT inmediatamente después de la administración de alopurinol y permaneció bajo 

luego de la administración de benznidazol (a modo de ejemplo ver PP374 y PP487, Figura 

12A). En los 3 respondedores restantes, el número de linfocitos T específicos de T. cruzi 

productores de IFN-γ aumentó significativamente luego de la administración del alopurinol y 

posteriormente disminuyó luego de la administración de benznidazol (PP391 y PP454, Figura 
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12B).  En todos los pacientes del grupo no respondedor se observó un aumento significativo 

en los niveles de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ luego del 

tratamiento con alopurinol, observándose posteriormente descensos por debajo del límite de 

detección del ELISPOT entre los 24 y 31 meses luego del inicio del tratamiento combinado 

(PP386 y PP363, Figura 12C). Al igual que lo observado frente al tratamiento con benznidazol 

como única droga (ver apartado 3.2.4), los niveles de linfocitos T específicos de T. cruzi 

productores de IL-2 variaron en concordancia con aquellos productores de IFN-γ. 

 

 

Estos resultados dan evidencia de que no solo la combinación de alopurinol y benznidazol, si 

no también el alopurinol por si solo, generan un sustancial impacto en el número de linfocitos 

T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ indicativo de una reducción de la carga 

parasitaria. 
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Figura 12: Cinética de la respuesta celular T específica para T. cruzi en pacientes con 

enfermedad de Chagas crónica bajo tratamiento combinado secuencial con alopurinol seguido 

de benznidazol. El número de linfocitos T específicos para T. cruzi productores de IFN-γ se determinó 

a diferentes tiempos luego de iniciado el tratamiento mediante la técnica de ELISPOT. A y B- 

Pacientes respondedores previo al inicio del tratamiento. C- Pacientes no respondedores al inicio del 

tratamiento. Cada panel representa los datos de un individuo a modo de ejemplo. El número de 

identificación del paciente se señala en el extremo superior derecho. Cada panel muestra el número 

de células productoras de IFN-γ cada 1 x 106 PBMC totales en función de los meses de seguimiento. 

El conjunto de paneles es una selección representativa de la población estudiada. Las flechas indican 

el inicio del tratamiento con alopurinol (AL) y el inicio del tratamiento con benznidazol (BZ). 0= 

momento previo al inicio del estudio. La línea punteada señala el límite de detección de la técnica. 
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3.4.3 El tratamiento combinado secuencial con alopurinol y  benznidazol promueve un 

aumento de la frecuencia de linfocitos T vírgenes en pacientes con enfermedad de Chagas 

crónica 

En el apartado 3.3 se mostró que la población total de linfocitos T vírgenes se ve afectado por 

la infección crónica con T. cruzi, evidenciándose un porcentaje significativamente menor de 

linfocitos T vírgenes al comparar pacientes G0 con sujetos controles no infectados. Asimismo, 

no se había observado una reversión de este fenómeno luego del tratamiento con benznidazol 

en seguimientos de 24 meses postratamiento. Llamativamente, el tratamiento con alopurinol 

indujo un incremento de al menos 3 veces en el porcentaje de linfocitos T vírgenes 

comparado con el observado previo al tratamiento en 10 de 14 (71%) pacientes que 

completaron al menos el tratamiento con alopurinol (Figura 13A-D, AL). La media de aumento 

fue de 9.5 veces para linfocitos T CD4+ (Figura 13A) y 8 veces para linfocitos T CD8+ (Figura 

13B). A pesar de mostrar un leve descenso, los niveles de linfocitos T vírgenes se 

mantuvieron significativamente elevados luego del tratamiento con benznidazol con respecto 

a los valores previos al tratamiento con alopurinol (Figura 13A-D, AL+BZ) durante una 

mediana de seguimiento de 15 meses (rango 6-46 meses). Contrariamente, el seguimiento 

longitudinal de pacientes no tratados en tiempos equivalentes al grupo tratado mostró que los 

niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ vírgenes se mantienen relativamente constantes en 

ausencia de tratamiento (Figura 13A-C).  

 

Con el objetivo de evaluar la población de linfocitos vírgenes a tiempos más tempranos 

postratamiento con benznidazol, se incorporaron 9 pacientes tratados únicamente con 

benznidazol a los que les determinó la frecuencia de linfocitos T vírgenes a los 6 y 12 meses 

postratamiento (Figura 13A-C, BZ). Este grupo permitió descartar la posibilidad de que el 

benznidazol promoviera un aumento temprano transitorio en las poblaciones estudiadas. 
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Figura 13. El tratamiento co mbinado secuencial con alopurin ol seguido de benznidazol 

promueve un aumento significativo en la población de linfocitos T vírgenes totales en pacientes 

con enfermedad de Chagas crónica.  La expresión de los marcadores CD45RA, CCR7 y CD62L se 

evaluaron en PBMC de pacientes con enfermedad de Chagas crónica por citometría de flujo. (A y B) 

Razón entre los porcentajes de linfocitos T vírgenes CD4+ (izquierda) y CD8+ (derecha) obtenidos 

luego de la administración de alopurinol (AL) o benznidazol (AL+BZ) y los obtenidos previo al 

tratamiento, en una mediana de seguimiento de 15 meses. Se muestra también los resultados 

obtenidos a partir de pacientes no tratados con un seguimiento medio de 21 meses, y de 9 pacientes 

tratados únicamente con benznidazol estudiados a los 6 y 12 meses postratamiento (BZ). Cada punto 

representa el valor obtenido de un paciente a partir de la razón de los porcentajes 

postratamiento/pretratamiento. El análisis estadístico se realizó por medio del test de Kruskal-Wallis 

con comparaciones múltiples de Dunn. C- Seguimiento longitudinal mostrando los porcentajes de 

linfocitos T vírgenes CD4+ (línea continua) y CD8+ (línea punteada). Cada panel representa los datos 

de un individuo a modo de ejemplo. El número de identificación del paciente se señala en el extremo 

superior derecho. El conjunto de paneles es una selección representativa de la población estudiada. 

D- Gráficos representativos de de citometría de flujo de un paciente bajo tratamiento combinado 

secuencial con alopurinol seguido de benznidazol mostrando el seguimiento longitudinal de linfocitos T 

vírgenes CD4+ (paneles superiores)  y CD8+ (paneles inferiores). El número en el cuadrante superior 

izquierdo de cada panel señala el porcentaje de linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresan los 

marcadores CD45RA, CCR7 y CD62L. En todos los casos, las cabezas de flecha señalan el momento 

de inicio del tratamiento con alopurinol (AL) y benznidazol (BZ).   

 

 

 

Estudios funcionales mediante citometría de flujo mostraron que la capacidad proliferativa de 

linfocitos T se correlacionó con el porcentaje de expresión de CD62L en las poblaciones 

totales de linfocitos T CD4+ del grupo de pacientes estudiado (Figura 14 A, B y C). Este 

resultado da evidencia de una relación entre los marcadores fenotípicos estudiados y la 

capacidad funcional de la población total de linfocitos T. Asimismo, el porcentaje inicial de 

linfocitos T CD4+ capaces de entrar en división fue superior en muestras obtenidas 

postratamiento combinado al comparar con muestras de pacientes no tratados (Figura 14D). 
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Figura 14. Correlación entre la capacidad prolif erativa y la expresión de CD62L en linfocitos T 

de pacientes con enfermedad de Chagas crónica. Se determinó el porcentaje de expresión de 

CD62L en linfocitos T CD4+ mediante citometría de flujo. En un ensayo paralelo, las mismas muestras 

de PBMC fueron teñidas con CFSE e incubadas en presencia de 2μg/ml de SEB durante 6 días. 

Luego de este período las células fueron recuperadas, teñidas con 7-AAD para excluir células muertas 

del análisis, teñidas con anticuerpo anti-CD4 y analizadas mediante citometría de flujo. (A y B) 

Gráficos representativos de citometría de flujo de 1 paciente tratado con alopurinol seguido de 

benznidazol (PP454, AL+BZ) y un paciente no tratado (PP22). El número de identificación del paciente 

se muestra en el extremo superior derecho de cada panel. Los números sobre los cuadrantes indican 

el porcentaje de expresión de CD62L (A) y el porcentaje de células que diluyen la marca de CFSE (B) 

sobre la población de linfocitos T CD4+ seleccionada. C- Correlación entre el porcentaje de linfocitos T 

CD4+ que diluyen la tinción con CFSE luego de 6 días de cultivo estimuladas con SEB y el porcentaje 

de linfocitos T CD4+CD62L+ previo al cultivo. El análisis estadístico se realizó con el test de correlación 

de Spearman. D- Se muestra la frecuencia de precursores proliferativos de la muestra inicial de PBMC 

de pacientes tratados con alopurinol seguido de benznidazol (AL+BZ) y pacientes no tratados. La 

frecuencia de precursores proliferativos se determinó con la plataforma para análisis de proliferación 

del software Flowjo. El análisis estadístico se realizó mediante el test de Mann-Whitney.  
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3.4.4 El tratamiento combinado secuencial con alopurinol y  benznidazol promueve un 

descenso en el porcentaje de expresión del marcador de activación HLA-DR en linfocitos T de 

pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

El impacto de la infección crónica por T. cruzi sobre la población total de linfocitos T puede 

deberse a mecanismos de activación colaterales perpetuados por la inflamación crónica ante 

a la persistencia del parásito. De esta forma, el aumento del porcentaje de linfocitos T 

vírgenes luego del tratamiento con alopurinol podría estar señalando una disminución en los 

niveles de activación crónica de la población total de linfocitos T, ya sea por una disminución 

en la carga parasitaria, el efecto antiinflamatorio intrínseco al alopurinol (ver más adelante en 

el presente trabajo y Namazi MR, 2004) o una suma de ambos efectos.  

 

Con el objetivo de evaluar una posible disminución en los niveles de activación del sistema 

inmune de los pacientes de este estudio piloto, se midieron los niveles de expresión del 

marcador de activación HLA-DR  en la población total de linfocitos T. Estos estudios 

mostraron un descenso significativo en el porcentaje de linfocitos HLA-DR+ en la población 

total de linfocitos T CD4+ y CD8+ inmediatamente después del tratamiento con alopurinol así 

como luego de completarse el tratamiento combinado secuencial con alopurinol y benznidazol 

(Figura 15A-D) durante un lapso de seguimiento similar que el evaluado en el apartado 3.4.3 

(mediana=36 meses, rango=12-48 meses). Contrariamente, seguimientos longitudinales a 

tiempos equivalentes de pacientes G0 no tratados mostraron que el porcentaje de expresión 

de HLA-DR se mantiene constante o bien aumenta en ausencia de tratamiento (Figura 15A-

C).  
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Figura 15.  El tratamiento combinado secuencial co n alopurinol seguido de benznidazol 

promueve una disminución significativa en el estado de activación de linfocitos T en pacientes 

con enfermedad de Chagas crónica.  La expresión del marcador de activación HLA-DR se evaluó por 

citometría de flujo utilizando PBMC de pacientes con enfermedad de Chagas crónica tratados con 

alopurinol seguido de benznidazol y pacientes no tratados. (A y B) Razón entre los porcentajes de 

linfocitos T CD4+ (izquierda) y CD8+ (derecha) HLA-DR+ obtenidos luego de la administración de 

alopurinol (AL) o benznidazol (AL+BZ) y los obtenidos previos al tratamiento, en una mediana de 

seguimiento de 31 meses. Se muestra también los resultados obtenidos a partir de pacientes no 

tratados con una mediana de seguimiento de 21 meses. Cada punto representa el valor obtenido de 

un paciente a partir de la razón de los porcentajes postratamiento/pretratamiento. El análisis 

estadístico se realizó por medio del test de Kruskal-Wallis con comparaciones múltiples de Dunn. C- 

Seguimiento longitudinal mostrando los porcentajes de linfocitos T CD4+ (línea continua) y CD8+ (línea 

punteada) HLA-DR+. Cada panel representa los datos de un individuo a modo de ejemplo. El número 

de identificación del paciente se señala en el extremo superior derecho. El conjunto de paneles es una 

selección representativa de la población estudiada. D- Gráficos de citometría de flujo representativos 

de un paciente bajo tratamiento combinado secuencial con alopurinol seguido de benznidazol 

mostrando el seguimiento longitudinal de linfocitos T CD4+ (paneles superiores)  y CD8+ (paneles 

inferiores) que expresan HLA-DR. El número en el cuadrante superior izquierdo de cada panel señala 

el porcentaje de linfocitos T CD4+HLA-DR+ o CD8+HLA-DR+. Las cabezas de flecha señalan el 

momento de inicio del tratamiento con alopurinol (AL) y benznidazol (BZ).   

 

 

 

3.4.5 El tratamiento combinado secuencial con alopurinol y  benznidazol promueve descensos 

significativos en los títulos serológicos en pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

El nivel de anticuerpos específicos para T. cruzi fue monitoreado mediante serología 

convencional con tres diferentes ensayos: ELISA, hemaglutinación indirecta e 

inmunofluorescencia (según se detalla en materiales y métodos). Las mediciones se 

realizaron previo al inicio del tratamiento y periódicamente luego de completarse el 

tratamiento combinado secuencial con alopurinol seguido de benznidazol con una mediana de 

seguimiento de 32 meses. 
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El criterio convencional de cura exige seroconversión a valores negativos de los 3 tests 

serológicos. Este fenómeno no se observó en ninguno de los pacientes bajo tratamiento 

combinado secuencial durante el tiempo de seguimiento evaluado. Sin embargo, se observó 

una disminución significativa en los títulos serológicos evaluados por ELISA y HAI pero no por 

IFI (Figura 16A-C) en comparación a pacientes no tratados seguidos por un lapso de tiempo 

similar. Cuando se analizó la magnitud de la disminución a nivel individual, determinado como 

se indicó en el apartado 2.5 de Materiales y Métodos, se observó que en 7 de 11 (64%) 

pacientes con tratamiento combinado completo evaluados existía un descenso significativo en 

al menos 1 ensayo serológico en un tiempo medio de seguimiento de 12 meses (rango= 10-

24 meses). Más aún, 6 de 11 pacientes (55%) mostraron seroconversión a valores negativos 

por ELISA (Figura 16A) o HAI (Figura 16B) en un tiempo medio de seguimiento de 17 meses 

(rango= 11-24 meses) apoyando la existencia de un impacto del tratamiento sobre la 

replicación del parásito. 
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Figura 16. El tratamiento combinado secuenci al con alopurinol seguido de benznidazol 

promueve un descenso en los títulos serológicos de pacientes con enfermedad de Chagas 

crónica. El nivel de anticuerpos específicos para T. cruzi se determinó previo al inicio del tratamiento y 

periódicamente luego de completarse el tratamiento combinado secuencial con alopurinol y 

benznidazol mediante las técnicas de ELISA (A), HAI (B) e IFI (C). La magnitud de disminución en los 

títulos serológicos fue determinada según se detalla en materiales y métodos. Cada par de símbolos 

unidos por líneas representa los datos de un paciente. La línea horizontal punteada muestra el límite 

de detección de cada ensayo serológico. AL= alopurinol. BZ= benznidazol. (*) P<0,05, test de Mann-

Whitney comparando las diferencias pos y pretratamiento entre tratados y no tratados.  
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3.5 Efecto del alopurinol sobre la activación antigénica y policlonal de linfocitos T 

humanos 

El alopurinol ha mostrado ejercer numerosos efectos antiinflamatorios, tanto in vivo como in 

vitro (Namazi MR, 2004). Sin embargo, existe escasa evidencia de su efecto sobre linfocitos T 

(Kurashige S y col., 1985).  

 

Como se mostró en apartado 3.4, el tratamiento con alopurinol de pacientes con enfermedad 

de Chagas crónica promueve un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos T 

vírgenes y una disminución significativa en el porcentaje de expresión del marcador de 

activación HLA-DR en la población total de linfocitos T en PBMC de pacientes con 

enfermedad de Chagas crónica. Con el objetivo de evaluar un posible efecto antiinflamatorio 

del alopurinol sobre células T se recurrió a ensayos in vitro con PBMC humanas. 

 

3.5.1 El alopurinol no ejerce efectos citotóxicos ni altera la expresión de CD4, CD8 ni CD14 en 

cultivos in vitro de PBMC humanas 

En primer lugar se descartó cualquier posible efecto citotóxico del alopurinol sobre PBMC 

humanas mediante tinción con 7-AAD y análisis por citometría de flujo. La 7-AAD es una 

molécula fluorescente que interactúa con el ADN y penetra a través de la membrana 

citoplasmática de células no viables o muertas. Ni el alopurinol, en un rango de concentración 

de 25-300µg/ml, ni la solución vehículo de la droga (NaOH, 0.01M) afectó la viabilidad celular 

de PBMC humanas en incubaciones in vitro de 24 o 48Hs (Figura 17). Tampoco se 

observaron alteraciones en el porcentaje de expresión de los marcadores CD4 (Figura 17C y 

E), CD8 (Figura 17D y F) y CD14 (Figura 17G) en los mismos cultivos.  
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Figura 17. El tratamiento in vitro con alopurinol no genera efectos citotóxicos ni altera la 

expresión de CD4, CD8 y CD14 en PBMC humanas.  PBMC humanas obtenidas a partir de donantes 

sanos fueron incubadas en presencia o ausencia de alopurinol (25-300μg/ml) o la solución vehículo de 

la droga (NaOH, 0.01M) durante 48hs y analizadas mediante citometría de flujo. El porcentaje de 

células CD4+, CD8+ y CD14+ viables y no viables se determinó mediante tinción con 7-AAD (1μg/ml) en 

combinación con anticuerpos específicos anti-CD8, anti-CD4 y anti-CD14. (A-D)- Paneles mostrando 

la secuencia de análisis de citometría de flujo correspondiente a linfocitos de un sujeto a modo de 

ejemplo.  En primer lugar se realizó una selección sobre la población de linfocitos (A) teniendo en 

cuenta características de tamaño (FSC) y granulosidad (SSC), incluyendo también un área donde se 

localizan típicamente las células muertas. Posteriormente, se seleccionaron las poblaciones de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ (B)  y de estas poblaciones se realizaron histogramas para determinar el 

porcentaje de de linfocitos T CD4+ (C) y CD8+ (D) con marca positiva  o negativa para 7-AAD.  Los 

números en los paneles muestran el porcentaje de células dentro de cada población seleccionada (A y 

B) y los porcentajes de células 7-AAD+ (derecha) y 7-AAD– (izquierda) correspondientes a las 

poblaciones de CD4+ (C) y CD8+ (D). (E-G)- Datos cumulativos obtenidos a partir del estudio de 5 
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donantes sanos. Se muestran los porcentajes medios ± SEM de linfocitos T CD4+ (E), CD8+ (F) y 

monocitos CD14+ (G) con marca positiva para 7-AAD (eje Y izquierdo, barras negras) y con marca 

negativa para 7-AAD (eje Y derecho, barras blancas). P>0.05 comparando los tratamientos con las 

distintas concentraciones de alopurinol, la solución vehículo de la droga y el medio de cultivo solo 

mediante el test de Kruskal-Wallis. AL: alopurinol. 

 

 

 

3.5.2 Tratamientos in vitro en presencia de alopurinol atenúan la disminución de la expresión 

de CD62L mediada por activación en linfocitos T humanos 

La molécula CD62L es una molécula de adhesión celular sumamente sensible a señales de 

activación; su expresión en la superficie de linfocitos T disminuye en el lapso de horas frente a 

la estimulación con mitógenos como el PMA (Galkina y col., 2003; Arens y col., 2010). Por lo 

tanto, el nivel de disminución de su expresión se correlaciona con el grado de activación de 

linfocitos T. En primer lugar se corroboró que el tratamiento de PBMC humanas con  300µg/ml 

de alopurinol durante 1, 24 y 48hs no alterara la expresión basal de CD62L ni de CCR7 

(Figura 18A, PBS vs PBS+AL y datos no mostrados) en linfocitos T humanos. El cultivo de 

PBMC en presencia de PMA durante 1h promovió un marcado descenso en el porcentaje de 

expresión de CD62L en linfocitos T CD4+, alcanzando una media de descenso de 4.7 veces 

(Figura 18, PBS vs PMA). El alopurinol en una concentración de 300µg/ml atenuó el efecto del 

PMA, siendo la media de descenso en la expresión de CD62L en linfocitos T CD4+ de 2.8 

veces (Figura 18A, PBS+AL vs PMA+AL; 18B) Estos resultados dan evidencia de un efecto 

del alopurinol sobre la activación de linfocitos T humanos. 
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Figura 18. Tratamientos in vitro en presencia de alopurinol atenúan la disminución de la 

expresión de CD62L mediada por activación en linfocitos T CD4 +. PBMC  de donantes sanos 

fueron cultivadas durante 1h a 37ºC en presencia o ausencia de alopurinol y estimuladas, o no, con 

PMA. Luego, las células fueron teñidas con una combinación de anticuerpos específicos anti-CD4 y 

anti-CD62L y analizadas mediante citometría de flujo. Para el análisis de los datos se realizó una 

selección  sobre la población de linfocitos teniendo en cuenta características de tamaño (FSC) y 

granulosidad (SSC), seguido de una selección sobre linfocitos T CD4+ para finalmente estudiar la 

expresión de CD62L.  A- Paneles de un sujeto a modo de ejemplo mostrando los datos de citometría 

de flujo correspondientes a la expresión de CD62L en linfocitos T CD4+. Los números sobre cada 

cuadrado indican el porcentaje de linfocitos T CD4+CD62L+. B- Datos cumulativos obtenidos a partir 

del estudio de 8 donantes sanos mostrando la disminución de la expresión de CD62L en linfocitos T 

CD4+. Cada punto muestra la magnitud de descenso del porcentaje de expresión de CD62L para cada 

individuo provocado por la estimulación con PMA en presencia (+AL, 300μg/ml) o ausencia de 

alopurinol. Los datos de cada individuo están unidos con líneas horizontales. El análisis estadístico se 

realizó mediante el test de Wilcoxon para muestras pareadas. 
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3.5.3 Tratamientos in vitro en presencia de alopurinol disminuyen los niveles intracelulares de 

intermediarios reactivos del oxígeno (IRO) en linfocitos T humanos 

Las funciones de linfocitos T están altamente reguladas por los niveles de IRO, estas 

moléculas están también implicadas en distintas vías de señalización intracelular del receptor 

de linfocitos T (Droege W y col., 2001; Devadas S y col., 2002; Williams MS y Kwon J, 2004). 

Estudios previos han demostrado que el alopurinol es un potente barredor de IRO (Moorhouse 

y col., 1987) y presenta propiedades antioxidantes in vivo (Augustin AJ y col., 1994a).  

 

Con el objetivo de estudiar si el alopurinol genera algún efecto sobre los niveles intracelulares 

de IRO en linfocitos T humanos, se midió la producción de IRO  de PBMC humanas utilizando 

la tinción con 2’ 7’-diclorofluorescina di-acetato (DCFH-DA) en combinación con anticuerpos 

anti-CD3 por citometría de flujo. La DCFH-DA penetra libremente la membrana citoplasmática, 

una vez dentro de la célula es transformada a 2’ 7’-diclorofluoresceina (DCF) que queda 

atrapada dentro de la célula y al ser oxidada por IRO intracelulares se convierte en una 

molécula fluorescente detectable mediante citometría de flujo. Tanto los niveles intracelulares 

basales de IRO (Figuras 19A y B) como los niveles intracelulares de IRO inducidos por la 

activación mediada por PMA (Figuras 19A y C) en linfocitos T CD3+ fueron significativamente 

reducidos por la presencia de alopurinol en una concentración de 300µg/ml. 
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Figura 19. El tratamiento in vitro con alopurinol disminuye la producción basal y activada por 

mitógeno de IRO intracelulares en linfocitos T humanos.  PBMC de donantes sanos fueron teñidas 

con anti-CD3 y cultivadas durante 1h a 37ºC con DCFH-DA en presencia o ausencia de alopurinol y 

estimuladas, o no, con PMA. Para el análisis de los datos se realizó una selección sobre la población 

de linfocitos teniendo en cuenta características de tamaño (FSC) y granulosidad (SSC), seguido de 

una selección sobre linfocitos T CD3+ para finalmente estudiar los niveles intracelulares de DCF. A- 

Datos de citometría de flujo de un individuo a modo de ejemplo mostrando los niveles de DCF 

intracelular en presencia (abajo) o ausencia (arriba) de alopurinol en linfocitos T CD3+. B- Datos 

cumulativos obtenidos a partir de 7 individuos mostrando la producción basal de IRO en presencia 

(AL) o ausencia (PBS) de alopurinol. C- Datos cumulativos obtenidos a partir de 3 individuos 

mostrando la producción de IRO de PBMC activadas con PMA. Cada línea representa los niveles de 

IRO de cada individuo estimulados (PMA) o no estimulados (PBS) con PMA en presencia (+AL, 

300μg/ml) o ausencia (sin AL) de alopurinol. Los análisis estadísticos se realizaron mediante el test de 

Wilcoxon para muestras pareadas. MFI: Intensidad media de fluorescencia. 
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3.5.4 Tratamientos in vitro en presencia de alopurinol disminuyen la producción específica de 

antígeno y policlonal de IFN-γ e IL-2 en PBMC humanas 

Como se mencionó anteriormente, estudios previos in vitro demostraron que el alopurinol 

disminuye la producción de TNF-α en PBMC humanas (Olah T y col., 1994). En el presente 

trabajo se estudió el efecto del alopurinol sobre la producción de citoquinas características de 

linfocitos T, IFN-γ e IL-2, mediante la técnica de ELISPOT ante la estimulación de PBMC 

humanas con distintos estímulos antigénicos específicos de patógenos, incluyendo partículas 

virales de HSV-1, una selección de péptidos derivados del virus de la gripe con alta capacidad 

de unión a supertipos comunes de clase I de las moléculas HLA, toxoide tetánico y lisado de 

amastigotes de T. cruzi.  

 

El alopurinol en una concentración de 300µg/ml disminuyó significativamente el número de 

linfocitos T productores de IFN-γ específicos de antígeno determinados por ELISPOT, 

independientemente del antígeno utilizado como estímulo (Figura 20A, B, D, E). A pesar de 

que el efecto fue menos pronunciado, el alopurinol también disminuyó el número de linfocitos 

T productores de IFN-γ inducidos por la estimulación con mitógenos (Figura 20C). De manera 

similar, el alopurinol también disminuyó el número de linfocitos T productores de IL-2 

específicos de T. cruzi (Figura 20F) e inducidos por estimulación con mitógenos (Figura 20G). 

El tamaño medio de motas también fue significativamente menor en presencia de alopurinol, 

señalando no solo una disminución en el número de linfocitos T productores de IFN-γ que 

alcanzan la activación, sino también una disminución de la magnitud de producción de 

citocinas por cada célula activada (Figura 21A-C).  
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Figura 20. El tratamiento in vitro con alopurinol disminuyen el número de linfocitos T 

productores de IFN- γ e IL-2 activados por estimulación antigénica y policlonal. PBMC de 

donantes sanos fueron estimuladas in vitro durante 18-20hs con partículas virales de HSV-1 (A), un 

pool de péptidos derivados del virus de la gripe (B),  toxoide tetánico (D)  o PMA y ionomicina (C y G) 

en presencia (+AL, 300μg/ml) o ausencia de alopurinol; luego, se determinó el número de linfocitos T 

productores de IFN-γ e IL-2 mediante la técnica de ELISPOT. En otra serie de ensayos similares, 

PBMC de un grupo de individuos con infección crónica por T. cruzi fueron estimulados con un lisado 

de amastigotes de T. cruzi (E y F). Cada línea representa los datos de un individuo. El análisis 

estadístico se realizó mediante el test de Wilcoxon para muestras pareadas. AL: alopurinol. 
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Figura 21.  El tratamiento in vitro con  alopurinol disminuyen la producción de IFN- γ e IL-2 en 

linfocitos T humanos activados. Se realizaron ensayos de ELISPOT para IFN-γ estimulando PBMC 

humanas con partículas virales de HSV-1 (A), un lisado de amstigotes de T. cruzi (B, sujetos con 

infección crónica por T. cruzi) o PMA y ionomicina (C) en presencia (+AL, 300μg/ml) o ausencia de 

alopurinol durante 18-20hs. El tamaño medio de mota es una medida del nivel de producción de IFN-γ 

por célula. Cada línea representa los datos de un individuo. El análisis estadístico se realizó mediante 

el test de Wilcoxon para muestras pareadas. AL: alopurinol. 
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3.6 Impacto del tratamiento con benzni dazol sobre la población de monocitos 

CD14+CD16+ en pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

Como se mencionó en la introducción, basándose en la expresión de CD14 y CD16 se 

pueden definir dos subpoblaciones de monocitos presentes en sangre periférica humana, una 

expresa altos niveles de CD14 y no expresa CD16 (CD14altoCD16–), mientras que la otra 

expresa CD16 y presenta niveles variables de expresión de CD14 (CD14+CD16+). La 

subpoblación de monocitos CD14+CD16+ se vio aumentada significativamente por sobre los 

valores normales en sangre periférica en variadas infecciones de tipo crónicas. Estos 

antecedentes nos motivaron a estudiar La subpoblación de monocitos CD14+CD16+ en el 

contexto de la enfermedad de Chagas crónica. 

 

3.6.1 La frecuencia de la subpoblación de monocitos CD14+CD16+ se ve significativamente 

aumentada en pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

En el presente trabajo, se estudió el porcentaje de las distintas subpoblaciones de monocitos 

en pacientes con enfermedad de Chagas crónica en relación al grado de compromiso 

cardíaco. El número total de monocitos no mostró diferencias significativas al comparar 

pacientes con infección crónica y sujetos no infectados sanos (datos no mostrados). Tanto los 

pacientes asintomáticos como los pacientes con manifestaciones cardíacas mostraron un 

aumento significativo en el número de monocitos CD14+CD16+  en comparación a los 

controles sanos (control: media ± DS= 6.4 ± 2.9; G0: media ± DS= 11.6 ± 4.0; G1-G3: media ± 

DS= 12.4 ± 4.8) (Figura 22). Llamativamente, sujetos con insuficiencia cardíaca 

descompensada (IC) no relacionada con la infección por T. cruzi, también mostraron un 

aumento en la frecuencia de esta población (IC: media ± DS= 12.6 ± 4.9).      
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Figura 22. Frecuencia de la población de monocitos CD14 +CD16+ en pacientes con enfermedad 

de Chagas crónica.  A- Datos cumulativos mostrando los porcentajes de la población CD14+CD16+ en 

PBMC de sujetos no infectados sanos, pacientes con enfermedad de Chagas crónica asintomáticos 

(G0), pacientes con manifestaciones cardíacas (G1-G3) y pacientes con insuficiencia cardíaca 

descompensada no chagásica (IC). El análisis estadístico se realizó por medio del test de Kruskal-

Wallis con comparaciones múltiples de Dunn. B- Gráficos de citometría mostrando la expresión de 

CD14 y CD16 en PBMC luego de una selección sobre la población de monocitos basada en las 

características de tamaño (FSC) y granulosidad (SSC). Se muestran gráficos representativos de 

control sano, un paciente G0 y un paciente G2. Los números en el extremo superior derecho señalan 

el porcentaje de monocitos CD14+CD16+. Se muestra el cuadrante de selección de monocitos 

CD14altoCD16–; el número al lado de cada cuadrante señala el porcentaje de la población. 
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3.6.2 Caracterización fenotípica de monocitos en PBMC de pacientes con enfermedad de 

Chagas crónica 

Las poblaciones de monocitos CD14altoCD16– y CD14+CD16+ muestran distintos patrones de 

expresión en un conjunto de marcadores fenotípicos (Grage-Griebenow E y col., 2001; 

Ziegler-Heitbrock L, 2007). En concordancia con evidencias previas, tanto en los pacientes 

con enfermedad de Chagas crónica como en los sujetos no infectados estudiados en el 

presente trabajo, la población de monocitos CD14+CD16+ en circulación sanguínea se 

caracterizó por expresar mayores niveles de CD45RA y HLA-DR y menores niveles del 

receptor de quimiocinas CCR2 en comparación con su contraparte CD14altoCD16– (Figura 23). 

 

 
 
Figura 23. Caracterización fenotípica de mono citos en muestras de PBMC de pacientes con 

enfermedad de Chagas crónica.  Expresión representativa de los marcadores CD45RA, HLA-DR y 

CCR2 determinada por citometría de flujo para las poblaciones de monocitos CD14+CD16+ (línea 

continua) y CD14altoCD16– (línea punteada) en PBMC de un paciente con enfermedad de Chagas 

crónica perteneciente al grupo. Se muestra también la selección de monocitos según el tamaño y 

granulosidad de las células (gráfico SSC vs FSC) y su porcentaje así como la selección de las 

diferentes subpoblaciones según la expresión de CD14 y CD16 (gráfico CD14 vs CD16) en PBMC del 

mismo paciente. 
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3.6.3 La frecuencia de la subpoblación de monocitos CD14+CD16+ disminuye en pacientes G0 

a los 12 meses postratamiento con benznidazol   

Como se mencionó en la introducción, tanto en infecciones bacterianas como en pacientes 

con infección crónica por HIV, el tratamiento microbicida promovió un descenso significativo 

del porcentaje de monocitos CD14+CD16+. El seguimiento de pacientes G0 bajo tratamiento 

con benznidazol también mostró un sustancial impacto sobre la población de monocitos 

CD14+CD16+, registrándose descensos significativos luego de 12 meses de iniciado el 

tratamiento con benznidazol al comparar con valores previos al tratamiento (Figura 24A). 

 

La molécula CD16 es sumamente sensible al proceso de congelamiento, por esta razón, el 

estudio de la población de monocitos CD14+CD16+ debió realizarse con muestras frescas de 

PBMC que no hayan sido sometidas al proceso de congelamiento. Asimismo, al momento de 

inicio del seguimiento de los pacientes estudiados en el presente apartado, la sección de 

Chagas del Hospital Eva Perón ya había tomado la decisión de administrar el tratamiento con 

benznidazol a todos los pacientes G0. Estos dos aspectos nos impidieron realizar un 

seguimiento longitudinal de los porcentajes de monocitos CD14+CD16+ en un grupo control de 

pacientes G0 no tratados. Como se mostró en el apartado 3.6.2, y de acuerdo a lo observado 

en investigaciones previas, la población CD14+CD16+ expresa bajos niveles del receptor de 

quimiocinas CCR2. Dado que el marcador CCR2 no mostró marcada sensibilidad al proceso 

de congelado (datos no mostrados), fue posible  definir una población CD14+CCR2bajo 

equivalente a la población CD14+CD16+ y así poder incluir un grupo de pacientes no tratados 

de los que se disponía células congeladas provenientes del estudio descripto en el apartado 

2.1.1. De esta forma, fue posible corroborar que el tratamiento con benznidazol induce un 

descenso significativo en la población de  monocitos CD14+CCR2bajo  a 12 meses del 

tratamiento en comparación  con pacientes G0 no tratados (Figura 24B).  
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Figura 24. Efecto del tratamiento con benzni dazol en el porcentaje de monocitos CD14 +CD16+. 

A- Se determinó el porcentaje de monocitos CD14+CD16+ en muestras frescas de PBMC previo al 

tratamiento y 12 meses luego del inicio del tratamiento con benznidazol. Cada par de puntos unidos 

por línea representan los valores previos al tratamiento y los obtenidos 12 meses después del 

tratamiento para cada paciente. El análisis estadístico se realizó mediante el test de Wilcoxon para 

muestras pareadas. B- Se determinó el porcentaje de monocitos CD14+CCR2bajo en muestras de 

PBMC descongeladas obtenidas al ingreso en el estudio y a los 12 meses luego de seguimiento en 

pacientes tratados con benznidazol y en un grupo de pacientes G0 no tratados en un intervalo de 

tiempo equivalente . Cada punto del gráfico representa los datos de un paciente correspondiente a la 

razón entre el porcentaje de monocitos a 12 meses de seguimiento y el obtenido en el momento del 

inicio del estudio. El estudio estadístico se realizó mediante el test de Mann-Whitney.   
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4. DISCUSION 

El presente trabajo de investigación tuvo como principal objetivo resolver una de las 

principales limitaciones del tratamiento etiológico en la fase crónica de la enfermedad de 

Chagas, la determinación de su eficacia. Para ello, se estudió el efecto del tratamiento 

etiológico sobre la respuesta celular T específica para T. cruzi en pacientes en la etapa 

indeterminada de la enfermedad de Chagas crónica. Según el alcance de nuestro 

conocimiento, este es el primer trabajo de investigación en el cual se describe un seguimiento 

longitudinal de la respuesta celular T específica para T. cruzi en adultos con infección crónica 

bajo tratamiento con benznidazol y el primero en mostrar que el tratamiento etiológico produce 

un impacto significativo sobre la respuesta celular específica hacia el parásito probablemente 

indicativo de eficacia terapéutica.  

 

El criterio actual de cura parasitológica en la infección por T .cruzi exige seroconversión a 

valores negativos en todos las técnicas serológicas convencionales realizadas (2 técnicas 

negativas de 2 realizadas o 3 técnicas negativas de 3 realizadas) al menos 2 de los 3 test 

utilizados en la serología convencional. Teniendo en cuenta este criterio, seguimientos 

longitudinales de 10-20 años evidencian una tasa de cura de entre el 8-40% de los pacientes 

tratados en la fase crónica (Sosa-Estani S y col., 2009). Sin embargo, hay que tener en 

cuenta que los niveles de anticuerpos en suero pueden mantenerse por períodos prolongados 

de tiempo, incluso en ausencia total de antígeno (Siegrist CA y Aspinall R, 2009). 

Efectivamente, la respuesta de anticuerpos contra virus puede mantenerse por más de 50 

años, como en el caso de varicela, sarampión y paperas, e incluso de por vida como en el 

caso de la viruela, frente a la vacunación o luego de la eliminación espontánea total del 

agente infeccioso (Amanna IJ y col., 2007). Se cree que la producción de anticuerpos 
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mediada por células plasmáticas de larga vida, localizadas en nichos de supervivencia 

especializados como la médula ósea, representa el mecanismo que sustenta la respuesta 

humoral en ausencia de estímulo antigénico (Slifka MK y Ahmed R, 1998; Radbruch A y col., 

2006). No Obstante, en condiciones de inflamación crónica también se pueden encontrar 

células plasmáticas productoras de anticuerpos en tejidos inflamados (Radbruch A y col., 

2006). De esta forma, una disminución en el nivel de anticuerpos específicos de T. cruzi por 

eliminación de los focos infecciosos frente al tratamiento con benznidazol, más que una total 

eliminación de anticuerpos, representaría un panorama más acorde con los mecanismos 

celulares conocidos que explican el funcionamiento de la memoria B. Leguizamón MS y 

colaboradores, mediante un ensayo de inhibición de la trans-sialidasa, evidenciaron 

anticuerpos específicos de T. cruzi en sujetos previamente tratados con benznidazol durante 

la fase aguda en tiempos tan prolongados como 14 años luego de haber recibido el 

tratamiento, a pesar de negativizar la serología convencional (Leguizamón MS y col., 1997).  

 

Trabajos recientes de nuestro grupo de investigación evidenciaron un impacto mayor en un 

lapso de tiempo menor (3 años) del tratamiento con benznidazol en la fase crónica de la 

enfermedad de Chagas al contemplar descensos significativos en los títulos de anticuerpos 

medidos por serología convencional o por ensayos de multiplex con proteínas recombinantes, 

en comparación con el impacto observado teniendo en cuenta sólo los criterios actuales de 

cura serológica (Viotti R y col., 2011). Los trabajos de Kretlli AU y colaboradores demostraron 

la existencia de anticuerpos específicos de tripomastigotes indicativos de infección en curso, 

en contraposición de aquellos determinados por serología convencional, que pueden 

permanecer en circulación por años luego de la eliminación del parásito (Kretlli AU y col., 

1982, Kretlli AU, 2009). Utilizando técnicas de citometría de flujo para evidenciar estos 
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anticuerpos específicos de tripomastigotes (FC-ALTA), así como serología convencional, 

Wendeling AP y colaboradores realizaron un seguimiento longitudinal de 5 años en pacientes 

con enfermedad de Chagas crónica, evidenciando una disminución significativa de los títulos 

serológicos en 4-13% de los pacientes tratados con benznidazol (Wendeling AP y col., 2011). 

De esta forma, en comparación con lo observado en niños (Sosa-Estani S y col., 1998; 

Cutrullis RA y col., 2011), la disminución en los títulos de anticuerpos específicos para el 

parásito en pacientes adultos con infección de Chagas crónica requiere de períodos de tiempo 

más prolongados. 

 

El presente estudio mostró que la frecuencia de linfocitos T específicos de T. cruzi 

productores de IFN-γ disminuye significativamente luego del transcurso de 1 año de inicio del 

tratamiento con benznidazol en la mayoría de los pacientes estudiados. Más aún, esta 

población linfocitaria alcanzó niveles por debajo del límite de detección en aproximadamente 

el 50% de los pacientes tratados seguidos a largo plazo, mientras que en otro 25% de los 

pacientes se observaron descensos significativos. Este comportamiento no se observó  en un 

grupo control de pacientes no tratados de similares características seguidos por un lapso de 

tiempo equivalente o inclusive en los mismos pacientes tratados en los que se realizó un 

monitoreo de la respuesta celular previamente a recibir el tratamiento. Teniendo en cuenta 

que estudios previos (Alvarez MG y col., 2008;  Albareda MC y col., 2009) así como los 

resultados del presente trabajo mostraron que la población de linfocitos T específicos de T. 

cruzi productores de IFN-γ en los pacientes evaluados presenta un fenotipo efector o de 

memoria efectora con baja capacidad de proliferación homeostática, una disminución 

significativa de esta población representa un fuerte indicio de disminución en la carga 

antigénica. Los cambios en la respuesta celular T no se asociaron con alta frecuencia de 
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seroconversión completa por ensayos serológicos convencionales, posiblemente debido a que 

el tiempo de seguimiento fue relativamente corto. Sin embargo, en los 6 casos en los que se 

observó negativización completa de la serología, la respuesta celular específica productora de 

IFN-γ también alcanzó niveles por debajo del límite de detección. Contrariamente,  la 

disminución en la respuesta celular T se correlacionó con un descenso significativo de los 

títulos de anticuerpos específicos para T. cruzi determinados en el mismo grupo de pacientes 

mediante un ensayo serológico no convencional, multiplex (Cooley G y col., 2008), utilizando 

proteínas recombinantes obtenidas a partir de T. cruzi (tabla 3 de Resultados). 

 

La interpretación más directa de estos resultados es que el tratamiento con benznidazol 

disminuye la carga parasitaria, disminuyendo así el nivel de antígeno necesario para activar 

las respuestas T y B específicas de T. cruzi. A pesar de que han sido documentados efectos 

benéficos similares del benznidazol en modelos animales y en la fase aguda de la infección 

(Sosa ES y col., 1998;  Andrade SG y col., 1991; García S y col., 2005;  Bustamante JM y col., 

2008; Fernández MC y col., 2010), la idea de que el benznidazol no es efectivo en la fase 

indeterminada de la enfermedad de Chagas ha sido largamente sostenido (Lauria-Pires L y 

col., 2000). Cabe destacar que la afirmación de que el tratamiento etiológico no es efectivo en 

la fase crónica de la enfermedad se basa principalmente en la falta de herramientas 

adecuadas capaces de demostrar la eficacia del tratamiento y no en evidencias sólidas que 

demuestren la ineficacia del mismo. Una serie de estudios clínicos con seguimientos de 8-10 

años (Viotti R y col., 1994; Viotti R y col., 2006, Fabbro DL y col., 2007) han demostrado que 

el tratamiento etiológico durante la fase crónica de la enfermedad de Chagas previene la 

progresión hacia estadios clínicos más avanzados de la enfermedad. Estos estudios han sido 

criticados por no presentar controles con placebo o no presentar un diseño doble ciego al 



   Discusión 
 
 
 

 

144

azar, pero sugieren fuertemente que el tratamiento etiológico es capaz de curar la infección  o 

al menos controlarla de manera tal de prevenir daño tisular en el hospedador.  

 

Dado que en numerosos hospedadores, incluyendo el humano, es muy difícil detectar 

directamente al parásito así como sus productos o componentes (material genético o 

proteínas) durante la infección crónica con T. cruzi (Britto C y col., 2001; Zulantay I y col., 

2004; Piron M y col., 2007), estas mediciones no serían adecuadas para determinar la eficacia 

del tratamiento sino la falla terapéutica del mismo, una idea en la que la mayoría de los 

investigadores y profesionales relacionados con el tratamiento de esta enfermedad 

concuerdan.  De esta forma, ha sido necesario recurrir a datos clínicos de progresión de la 

enfermedad y serología convencional para determinar eficacia terapéutica.  

En aparente discrepancia con los resultados obtenidos en el presente trabajo, un estudio de 

Fernandes CD y colaboradores, 2009, aplicando PCR para evidenciar ADN de T. cruzi en un 

seguimiento de 3 años de pacientes tratados con benznidazol mostró una alta tasa de falla 

terapéutica para esta droga. En  el mismo trabajo se observó que el hemocultivo pasó a ser 

negativo en todos los sujetos tratados y que los títulos serológicos disminuyeron 

significativamente luego del tratamiento, lo queda indicios de una disminución en la carga 

parasitaria más que de una falla terapéutica completa. En marcada contraposición, Murcia L y 

colaboradores evidenciaron una negativización en la señal de PCR luego de 420 días de 

administrado el tratamiento con benznidazol en un 90% de pacientes con enfermedad de 

Chagas crónica con señal de PCR positiva previo al tratamiento (Murcia L y col., 2010). Estos 

datos ejemplifican la enorme discrepancia del análisis del impacto del tratamiento etiológico 

mediante técnicas de PCR. 
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La disminución significativa de la respuesta T específica de T. cruzi luego del tratamiento con 

benznidazol puede atribuirse a una disminución del nivel de estímulo antigénico derivado del 

parásito necesario para activar una respuesta T efectora. Llamativamente, esta disminución 

fue en muchos casos precedida por un aumento significativo a tiempos tempranos, 2-6 

meses, postratamiento. No obstante, las características fenotípicas mostraron una población 

de linfocitos T efectores o de memoria efectora que dependen del estímulo antigénico para 

permanecer en circulación. De esta forma, es posible que el particular comportamiento de 

aumento de la población de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ a los 2-6 

meses postratamiento se deba a un aumento transitorio en la disponibilidad de antígeno 

derivado de la liberación de restos celulares del parásito mediada por el tratamiento etiológico; 

este antígeno sería luego eliminado, produciéndose la contracción de la respuesta celular T 

específica de T. cruzi observada a partir de los 12 meses postratamiento. Es probable que 

ese aumento temprano en la producción de IFN-γ sea beneficioso para eliminar al parásito ya 

que el IFN-Ȗ es  una citocina crucial para el control de la infección, postulándose así un efecto 

sinérgico entre el benznidazol y la respuesta  inmune del huésped. Apoyando nuestras 

observaciones, en modelos murinos de esta infección se ha demostrado que la producción de 

IFN-γ endógeno favorece la eliminación del parásito durante el tratamiento con benznidazol 

(Romanha AJ y col.,  2002) y que la eliminación de linfocitos T CD4+ afecta enormemente la 

eficacia de esta droga (Ferraz ML y col., 2009). Si bien este comportamiento particular no se 

registró en todos los pacientes tratados con beznidazol, esto podría deberse a que el 

muestreo a tiempos tempranos no haya sido suficientemente frecuente para evidenciarlo o, tal 

vez, a la necesidad de alcanzar un determinado umbral de activación limitado por la 

disponibilidad antigénica. 
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La producción de IL-2 es un rasgo característico de linfocitos T de memoria central de larga 

vida y alta capacidad de proliferación homeostática, característica de procesos infecciosos en 

los que se alcanza una eliminación completa del antígeno (Stockinger B y col., 2006; Sallusto 

F y Lanzavecchia A, 2009). En modelos murinos de infección crónica por T. cruzi, se observó 

que la cura parasitológica mediada por el tratamiento con benznidazol, y verificada por 

posterior inmunosupresión, se asoció con la aparición de una población de linfocitos T de 

memoria central específicos de T .cruzi (Bustamante JM y col., 2008).  Asimismo, la 

polifuncionalidad en linfocitos T también está asociada a procesos infecciosos en los cuales el 

antígeno es controlado o eliminado definitivamente (Seder RA y col., 2008). De esta forma, el 

número incrementado de pacientes con linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IL-2 

a tiempos prolongados postratamiento con benznidazol podría ser indicativo de una 

eliminación del parásito en un conjunto sustancial de pacientes y la concomitante aparición de 

linfocitos T de memoria central o polifuncionales específicos de T. cruzi. Cabe destacar que la 

reaparición de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IL-2 se asoció con títulos 

serológicos bajos medidos por la serología no convencional de multiplex de proteínas 

recombinantes (apartado 3.2.7 de Resultados), reforzando la idea de eliminación del parásito. 

Sin embargo, son necesarios estudios mediante técnicas de citometría de flujo para verificar 

tanto el fenotipo de linfocitos T de memoria central así como la aparición de linfocitos T 

polifuncionales. Si bien el ELISPOT permitió identificar la presencia de linfocitos T específicos 

de T. cruzi a tiempos prolongados postratamiento con benznidazol, la baja frecuencia 

registrada en estos puntos de seguimiento impidió su estudio por tinción intracelular de 

citocinas y citometría de flujo ya que esta última técnica posee menor sensibilidad que el 

ELISPOT para identificar linfocitos T antígeno-específicos. De esta forma, a pesar de los 

indicios demostrados mediante el seguimiento con la técnica de ELISPOT, no fue posible 

verificar la presencia de linfocitos T específicos de T. cruzi con características polifuncionales 
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o fenotipo de memoria central a tiempos prologados postratamiento con benznidazol. 

Técnicas de citometría de flujo mediante los marcadores de activación CD134 (OX40) en 

combinación con CD25, y la tinción intracelular de CD154 (ligando de CD40) han arrojado 

recientemente  resultados prometedores para subsanar las limitantes técnicas que presenta el 

estudio de poblaciones de baja frecuencia de linfocitos T y se encuentran actualmente en 

desarrollo en nuestro laboratorio.  

 

Cabe destacar que en aproximadamente un 20% de los pacientes asintomáticos no se 

detectan linfocitos T específicos para T. cruzi previamente al tratamiento, y por lo tanto esto 

limita el uso de la respuesta celular para el monitoreo del tratamiento en estos pacientes. No 

obstante, aún en estos individuos con respuesta por ELISPOT negativa, se observó un 

aumento temprano y posterior descenso de la población de linfocitos T productores de IFN-γ, 

indicando una activación del sistema inmune por efecto del tratamiento. La combinación del 

ensayo de ELISPOT con la serología por multiplex así como la negativización completa, 

parcial o disminuciones de títulos por serología convencional pueden en conjunto dar idea del 

impacto del tratamiento a nivel de cada paciente.   

 

Cabe destacar que el tratamiento con benznidazol no parece ser uniformemente efectivo, ya 

que no se observaron alteraciones en la respuesta inmune de todos los sujetos tratados, y 

una pequeña proporción de individuos tratados muestran, de todas formas, progresión hacia 

estadios clínicos más avanzados de la enfermedad (Viotti y col., 1994, 2006). Sin embargo, 

esta no es una observación llamativa, ya que es sabido que líneas de parásitos obtenidos a 

partir de distintos aislamientos presentan susceptibilidad variable a las drogas. Más aún, en 

estudios con ratones endocriados se observó que frente a esquemas de tratamiento 
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subóptimos con benznidazol no se alcanza la cura de todos los individuos, a pesar de utilizar 

la misma línea y dosis de parásitos (Bustamante JM y col., 2008). Asimismo, el tratamiento 

con benznidazol durante la fase aguda de la infección murina puede presentar variabilidad 

para generar cura parasitológica (Fernández MC y col., 2010). 

 

El presente trabajo se centró también en evaluar la eficacia de un esquema novedoso de 

tratamiento basado en la administración combinada secuencial de alopurinol seguido de 

benznidazol. La combinación de drogas ha sido propuesta como una estrategia prometedora 

en la enfermedad de Chagas crónica (Lannes-Vieira J y col., 2010; Rodrigues-Coura J y 

Borges-Pereira J, 2011) pero, según nuestro conocimiento, este es el primer estudio en 

evaluar la aplicación de una combinación de drogas para el tratamiento etiológico de la fase 

crónica de la enfermedad de Chagas en pacientes. Esta combinación fue elegida en base a 

los distintos mecanismos de acción de las drogas y al hecho de que tanto el alopurinol como 

el benznidazol han sido previamente utilizados para el tratamiento de la fase crónica de la 

enfermedad de Chagas (Gallerano RH y col., 1990; Viotti R y col., 1994, 2006; Apt W y col., 

1998, 2005; Fabbro DL y col., 2007). El esquema de tratamiento combinado fue bien tolerado, 

demostrando la factibilidad de aplicar una combinación de drogas para el tratamiento de la 

enfermedad de Chagas crónica. En este sentido, cabe destacar que, en coincidencia con 

datos previos, sólo un paciente desarrolló efectos adversos frente al tratamiento con 

alopurinol (Gallerano RH y col., 1990; Apt W y col., 2005). 

 

En forma similar que el benznidazol aplicado como monodroga, el tratamiento combinado 

secuencial  de alopurinol seguido de benznidazol alteró significativamente la respuesta T 

específica de T. cruzi productora de IFN-γ. Asimismo, produjo una disminución significativa de 
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los niveles de anticuerpos específicos para T .cruzi, dando evidencia adicional del impacto 

que este esquema de tratamiento ejerce durante la fase crónica de la infección. Sin embargo, 

no se observaron seroconversiones a valores negativos, posiblemente debido al tiempo 

relativamente corto de seguimiento. 

 

El efecto tripanocida del alopurinol ha sido demostrado en el modelo murino (Avila JL y col., 

1981; Gobbi P y col., 2007, 2010) y en cultivos celulares (Berens RL y col., 1982; Nakajima-

Shimada y col., 1996). Más aún, la combinación de alopurinol con cloripamina ha demostrado 

ser efectiva para tratar la fase aguda de la infección en modelos murinos (Gobbi P y col., 

2010). Sin embargo, su eficacia es variable en el caso del tratamiento de la fase crónica de la 

infección humana por T. cruzi (Gallerano RH y col., 1990; Apt W y col., 2005; Rassi A y col., 

2007). En el trabajo de Gallerano y colaboradores, el alopurinol mostró igual eficacia que el 

benznidazol para eliminar la parasitemia e inducir seroconversión a valores negativos en 

sujetos crónicamente infectados con T. cruzi. En contraposición, el trabajo de Rassi y 

colaboradores mostró que el alopurinol no fue eficiente para eliminar la infección por T. cruzi 

(Rassi A y col., 2007). Un resultado llamativo y novedoso del presente trabajo es que la 

frecuencia de linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ mostró un aumento 

significativo luego de la administración con alopurinol seguido de un marcado descenso a 

tiempos posteriores en un conjunto sustancial de pacientes, mostrando un claro impacto del 

alopurinol sobre la respuesta T específica de T. cruzi. Este mismo comportamiento se había 

observado en pacientes tratados con benznidazol como única droga y, como se explicó 

anteriormente, este aumento podría deberse a un  aumento en la disponibilidad antigénica por 

el efecto tripanocida del alopurinol, seguido de la eliminación del antígeno y contracción de la 

respuesta T. Más aún, en 4 pacientes tratados se observó un descenso de la frecuencia de 
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linfocitos T específicos de T. cruzi productores de IFN-γ por debajo de los límites de detección 

del ELISPOT, inmediatamente después de la administración del alopurinol, fenómeno que se 

mantuvo luego de la administración de benznidazol. De esta forma, el impacto en la respuesta 

T específica de T. cruzi da evidencia in vivo de un efecto tripanocida del alopurinol. 

 

En concordancia con datos previos de nuestro grupo de investigación (Albareda MC y col., 

2006, 2009, 2010), el porcentaje de linfocitos T vírgenes presentes en circulación en 

pacientes con enfermedad de Chagas crónica demostró ser significativamente menor al 

encontrado en controles no infectados, situación que podría deberse a un proceso de 

activación colateral perpetuado por la inflamación crónica ante la persistencia del parásito. 

Llamativamente, el tratamiento con alopurinol promovió un aumento significativo en el 

porcentaje de linfocitos T vírgenes en pacientes con enfermedad de Chagas crónica, 

acompañado de una disminución significativa en los niveles de activación de la población total 

de linfocitos T. Este fenómeno se mantuvo luego del tratamiento con benznidazol, y podría 

deberse a una disminución en la carga parasitaria, el efecto antiinflamatorio intrínseco al 

alopurinol (Namazi MR y col., 2004) o a una suma de ambos efectos.  

 

La expresión de CD62L, característica de linfocitos T vírgenes, se correlacionó con la 

capacidad proliferativa de linfocitos T, demostrando una asociación entre los marcadores 

fenotípicos estudiados y la capacidad funcional celular. Asimismo, la capacidad proliferativa 

de células T CD4+ se vio incrementada en pacientes que recibieron el tratamiento combinado 

con alopurinol seguido de benznidazol al comparar con sujetos no tratados.  Datos previos 

mostraron una capacidad linfoproliferativa disminuida en pacientes con manifestaciones 

cardíacas en comparación con pacientes asintomáticos frente a antígenos de T. cruzi (Cetron 
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MS y col., 1993; de Barros-Mazon S y col., 2004; Rodrigues V Jr y col., 2008), mientras que el 

parásito es capaz de inhibir la linfoproliferación activada por mitógeno así como la expresión 

del receptor de IL-2 en PBMC humanas (Kierszenbaum F y col., 1990). En conjunto, estos 

datos indican que el tratamiento etiológico es capaz de revertir, al menos parcialmente, los 

síntomas de agotamiento funcional generados por la infección crónica con T. cruzi. Este 

beneficio del tratamiento etiológico sobre el sistema inmune del huésped ha sido también 

observado en el modelo murino, demostrándose que el tratamiento con benznidazol en la 

etapa aguda de  la infección con T. cruzi previno la disminución de la población total de 

linfocitos T de memoria central y disminuyó el porcentaje de linfocitos T recientemente 

activados en aquellos ratones en los que se alcanza la cura parasitológica (Fernández MC y 

col., 2010). 

 

Contrariamente, el tratamiento con benznidazol como única droga no fue suficiente para 

promover un impacto beneficioso sobre la población de linfocitos T vírgenes en un lapso de 

tiempo similar al tratamiento con alopurinol, sugiriendo que el aumento del porcentaje de 

linfocitos T vírgenes está más bien asociado a una disminución en los niveles generales de 

activación gracias al efecto inmunomodulador del alopurinol.  No debe descartarse la 

posibilidad de que el benznidazol sea importante para que el efecto del alopurinol se perpetúe 

a lo largo del tiempo, teniendo en cuenta que esta droga también ha mostrado efectos 

antiinflamatorios. El tratamiento in vitro con benznidazol disminuyó la producción de nitritos, 

IL-1β, IL-6, IL-10 y TNF-α en macrófagos murinos activados por LPS e IFN-γ (Revelli S y col., 

1999). Este efecto es mediado a través de la inhibición del factor de transcripción NF-κB 

(Piaggio E y col., 2001; Manarin R y col., 2010). Asimismo, se han observado efectos 

antiinflamatorios in vivo del benznidazol (Pascutti MF y col., 2004; Manarin R y col., 2008; 
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Ronco MT y col., 2011). Más aún, el benznidazol mostró efectos inmunomoduladores durante 

la infección aguda por T. cruzi en ratas (Piaggio E y col., 2001).    

 

Se ha observado que el tratamiento con antirretrovirales en pacientes HIV+ promueve un 

incremento en la población de linfocitos T vírgenes pero, en este caso, dicho fenómeno no se 

observa antes de los 12 meses de terapia (Dai Y y col., 2006, Jansen CA y col., 2006) y,  a 

diferencia de los pacientes infectados por T. cruzi, los pacientes infectados por HIV presentan 

linfopenia. Ensayos in vitro del presente trabajo demostraron que el alopurinol no es capaz per 

se de promover un aumento en la expresión de CD62L. No obstante, utilizado en las mismas 

concentraciones, el alopurinol promovió una atenuación del nivel de activación de linfocitos T.  

 

Los inhibidores de xantina oxidasa, como el alopurinol, han demostrado utilidad terapéutica 

para el tratamiento de enfermedades con componente inflamatorio importante, incluyendo 

aquellas en las que participan linfocitos T (Pacher P y col., 2006; Sliem H y Nasr G, 2011; Ng 

SC y col., 2011; Govani SM y Higgins PD, 2010; Grus FH y col., 2003). En este sentido, el 

alopurinol ha mostrado ejercer numerosos efectos antiinflamatorios, tanto in vivo como in vitro 

(Namazi MR, 2004) incluyendo disminución de la producción de TNF-α en PBMC humanas 

(Olah T y col., 1994), disminución de la expresión de MIP-1 (molécula de adhesión intercelular 

1) y del receptor purinérgico P2X7 en monocitos y macrófagos humanos (Mizuno K y col., 

2004), disminución de la respuesta B antígeno-específica en ratones (Kato C y col., 2000)  y 

disminución de la producción del factor quimiotáctico de monocitos-1 e IL-6 en músculo liso de 

rata (Pei-Chung L y col., 2005). También se ha demostrado que el alopurinol reduce la 

incidencia de rechazo en transplante renal al combinarlo con un régimen basado en 

azatioprina, ciclosporina y prednisolona (Chocair P y col., 1993). Contrariamente, es menos 
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conocido  su efecto sobre linfocitos T. Así, se ha demostrado que la blastogénesis linfocitaria 

inducida por fitohemaglutinina es suprimida por alopurinol (Kurashige S y col., 1985). Según 

nuestro conocimiento, el presente trabajo es el primero en demostrar que el alopurinol 

disminuye la activación específica de antígeno y policlonal de linfocitos T humanos. 

 

La activación de linfocitos T específica de antígeno requiere el reconocimiento del péptido 

antigénico en el contexto de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad en 

células presentadoras de antígeno profesionales. Las células presentadoras de antígeno 

deben emitir también señales coestimulatorias para que se alcance el umbral de activación y 

la presentación antigénica culmine en activación del linfocito T. En esta interacción entre  el 

linfocito T y la célula presentadora de antígeno cobra central importancia la estabilización 

mediante moléculas de adhesión. En este estudio demostramos que el alopurinol disminuye  

la producción de  IFN-γ específico ante la estimulación con distintas fuentes de antígenos.  

Esta observación puede deberse tanto a un efecto de la droga  sobre linfocitos T así como 

sobre  las células presentadoras de antígeno. En este sentido, se ha demostrado que el 

alopurinol disminuye la expresión de MIP-1 en monocitos (Mizuno K y col., 2004) y modula la 

actividad de la proteína quinasa C (Kang SM y col., 2006), una de las principales enzimas 

involucradas en la señalización a través del TCR. En nuestro estudio, el alopurinol también 

disminuyó la producción de IFN-γ en linfocitos T frente al estímulo policlonal de 

PMA/Ionomicina. Ya que estas moléculas simulan las señales generadas a través del TCR, 

este resultado confirma un efecto directo del alopurinol sobre linfocitos T. El efecto del 

alopurinol también se observó frente a la producción de IL-2, citocina producida por linfocitos 

T que, a través de un proceso de regulación positiva, promueve la activación. Más aún, el 

alopurinol atenuó la disminución de la expresión de CD62L inducida durante la activación de 
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linfocitos T, resultado que apoya la hipótesis de un efecto directo del alopurinol sobre el 

umbral de activación de linfocitos T. 

 

La enfermedad de Chagas crónica deviene en el desarrollo de cardiomiopatía en un número 

importante de pacientes. La inflamación crónica ha sido postulada como un posible blanco 

terapéutico frente al desarrollo de insuficiencia cardíaca de otras etiologías (Celis R y col., 

2008). Esta, a su vez,  ha sido asociada con un desbalance en el perfil Th1/Th2 de activación 

de linfocitos T (Cheng X y col., 2009) y con un aumento en la producción de IRO mediada por 

células fagocíticas leucocitarias (Castro PF y col., 2003). Los IRO producidos por estas 

células pueden iniciar, y también amplificar, procesos inflamatorios, representando una causa 

importante de disfunción endotelial (Castro PF y col., 2008; Deschamps AM y Spinale FG, 

2006). Más aún, recientemente se ha demostrado que los cardiomiocitos humanos producen 

IRO frente a la infección por T. cruzi. Estos IRO causan daño al ADN nuclear y activan 

señales que promueven la producción de citocinas inflamatorias, perpetuando así un 

mecanismo proinflamatorio que podría ser responsable del  desarrollo de patologías (Ba X y 

col., 2010). Varios estudios han demostrado que el empleo de inhibidores de xantina oxidasa 

para el tratamiento de pacientes con insuficiencia cardíaca promueve una disminución del 

estrés oxidativo y mejora el funcionamiento endotelial (Landmesser U y col., 2002; Castro PF 

y col., 2005; Hare JM y col., 2008). Los linfocitos T son capaces de registrar cambios en el 

equilibrio redox y de responder activando cascadas de señalización y factores de transcripción 

(Droege W, 2001). Asimismo, se ha demostrado también que los linfocitos T son capaces de 

generar IRO en respuesta a distintas señales activadoras (Devadas S y col., 2002; Williams 

MS y Kwon J, 2004). Los resultados del presente trabajo muestran que el alopurinol, 

disminuye los niveles basales, así como los inducidos por activación, de IRO intracelulares en 
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linfocitos T en ensayos in vitro. Este hallazgo constituye otra evidencia a favor de una acción 

directa del alopurinol sobre linfocitos T. En función de estos resultados, es posible pensar que 

además del efecto parasiticida, el alopurinol podría ser beneficioso en aquellos pacientes que 

presentan compromiso cardíaco y en los que probablemente estén activos procesos de estrés 

oxidativo. 

Podría argumentarse que es paradojal el efecto antiinflamatorio del alopurinol sobre linfocitos 

T y la importancia de la respuesta T para el control de la infección por T. cruzi,  incluso 

durante el tratamiento etiológico (Romanha AJ y col., 2002; Ferraz ML y col., 2009). Sin 

embargo, el aumento significativo de la respuesta T específica de T. cruzi luego del 

tratamiento con alopurinol da evidencia de que in vivo, al menos en las dosis empleadas, el 

alopurinol no afecta la activación de linfocitos T específicos de T. cruzi sino, contrariamente, 

favorece su activación a través del efecto parasiticida. Es decir que el efecto antiinflamatorio 

in vivo del alopurinol no es inmunosupresor. 

 

De forma similar a lo observado en numerosas infecciones, los pacientes con enfermedad de 

Chagas crónica, asintomáticos y con manifestaciones cardíacas, mostraron un incremento en 

la población de monocitos CD14+CD16+ en circulación independientemente del estadio clínico 

de la enfermedad. Dado que la concentración sérica de TNF-α se ve aumentada en pacientes 

con enfermedad de Chagas crónica (Ferreira RC y col., 2003; Talvani A y col., 2004; Pérez-

Fuentes R y col., 2007), y teniendo en cuenta que la población de monocitos CD14+CD16+ es 

una fuente importante de TNF-α (Belge KU y col., 2002), es posible especular que esta 

población de monocitos esté involucrada en el fenómeno de aumento del TNF-α en 

circulación en pacientes con enfermedad de Chagas crónica. Esta citocina ha sido asociada 

con el desarrollo de cardiopatía en la infección crónica por T. cruzi (Pérez-Fuentes R y col., 
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2007; Dutra WO y Gollob KJ, 2008), habiéndose presentado una asociación entre los niveles 

de TNF-α en circulación y el desarrollo de insuficiencia cardíaca (Wrigley BJ y col., 2011) así 

como la  asociación entre el número de monocitos CD14+CD16+, la concentración sérica de 

TFN-α y el desarrollo de enfermedad arterial coronaria (Schlitt A y col., 2004).  

 

El presente trabajo también mostró un aumento significativo del porcentaje de monocitos 

CD14+CD16+ en pacientes con insuficiencia cardíaca descompensada no relacionada con la 

infección por T. cruzi. Recientemente, Barisione C y colaboradores demostraron un aumento 

en el porcentaje de una población de monocitos con alta expresión de CD14 y CD16 en 

pacientes con insuficiencia cardíaca crónica,  mientras que Rogacev KS y colaboradores 

encontraron una asociación entre el porcentaje de monocitos CD16+ y la aterosclerosis 

subclínica (Rogacev KS y col., 2009; Barisione C y col., 2010). Con respecto a la carga 

antigénica, estudios en pacientes con HIV mostraron una correlación entre la carga viral y el 

porcentaje de monocitos CD16+ (Fisher-Smith T y col., 2008), mientras que la administración 

durante un promedio de 6 meses (rango 1-10 meses) de terapia antirretroviral combinada 

intensa (HAART, del inglés highly active antiretroviral therapy) promovió un descenso 

significativo de la población de monocitos CD14+CD16+ (Amirayan-Chevillard T y col., 2000). 

En forma similar, el presente trabajo mostró un descenso significativo del porcentaje de 

monocitos CD14+CD16+ en circulación a los 12 meses postratamiento con benznidazol en 

pacientes del grupo G0. De hecho, es posible observar descensos significativos de la 

población de monocitos CD14+CD16+ a tiempos tan tempranos como 6 meses postratamiento 

con benznidazol (datos no mostrados). De esta forma, la población de monocitos 

CD14+CD16+ representa una población sensible al tratamiento microbicida, tanto en la 

infección con T. cruzi como en otras infecciones crónicas. Teniendo en cuenta este conjunto 
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de evidencias, la disminución en la frecuencia de monocitos CD14+CD16+ luego del 

tratamiento con benznidazol en pacientes del grupo G0 podría representar no solo una 

disminución en la carga parasitaria, sino también una disminución en el riesgo de desarrollo 

de cardiopatía.  

 

En un trabajo con 6 niños con infección por T. cruzi, Vitelli-Avelar DM y colaboradores 

observaron un aumento en el número de  monocitos CD14+CD16+HLA-DR++ en comparación 

con niños no infectados (Vitelli-Avelar DM y col., 2006). En un trabajo posterior del mismo 

grupo con 6 niños con infección por T. cruzi sometidos al tratamiento con benznidazol, estos 

investigadores observaron un aumento significativo de la población de monocitos 

CD14+CD16+ a 12 meses de administrado el tratamiento (Sathler-Avelar R y col., 2008). Los 

datos presentados en la presente tesis muestran un patrón opuesto en el estudio de 11 

pacientes adultos pertenecientes al grupo G0 sometidos al tratamiento con benznidazol. Esta 

discrepancia podría deberse a las diferencias entre las poblaciones evaluadas. 

Lamentablemente, estos investigadores no presentaron un análisis a tiempos posteriores a 12 

meses postratamiento. Teniendo en cuenta los datos del presente trabajo, el tratamiento con 

benznidazol promovió un incremento marcado en la frecuencia de linfocitos T específicos de 

T. cruzi a los 2-6 meses postratamiento; es posible especular que también se  observe un 

incremento en la frecuencia de monocitos CD14+CD16+ a tiempos tempranos, previo al 

descenso a los 6-12 meses postratamiento, como consecuencia de una activación temprana 

mediada por la liberación de restos celulares del parásito. 

 

La determinación del número de monocitos CD14+CD16+ en sangre periférica es una 

marcación sencilla por citometría de flujo que requiere un equipamiento disponible en 
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numerosos centros de salud e, incluso, en formatos portátiles. De esta forma, la cuantificación 

de  monocitos CD14+CD16+ en sangre periférica representa una herramienta complementaria 

sencilla de monitoreo del tratamiento etiológico en la enfermedad de Chagas crónica. Estudios 

a tiempos tempranos postratamiento permitirán definir el tiempo mínimo de monitoreo 

necesario para evidenciar alteraciones significativas en esta población. 
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5. CONCLUSION 

En base a los hallazgos de la presente tesis, mostrando el gran impacto que el tratamiento 

con benznidazol ejerce sobre el sistema inmune, y a datos previos que demuestran que el 

benznidazol previene el avance de la enfermedad (Viotti R y col., 1994 y 2006), es lógico 

concluir que el protocolo de tratamiento con benznidazol altera efectivamente el curso de la 

infección crónica por Trypanosoma cruzi. Más aún, es posible pensar que dicho esquema de 

tratamiento podría curar a un mayor porcentaje de pacientes que el estimado en la actualidad, 

basado únicamente en la negativización completa de la serología convencional.  

 

Por el momento, no es posible definir si el nuevo esquema de tratamiento basado en una 

combinación de alopurinol seguido de benznidazol estudiado en el presente trabajo presenta 

mayor eficacia que el esquema clásico de benznidazol, pero sí muestra la posibilidad de 

realizar un esquema de tratamiento combinado en esta enfermedad. 

 

Será importante e interesante continuar con la evaluación de los pacientes estudiados en el 

presente trabajo para definir si los cambios tempranos postratamiento en la respuesta inmune 

se correlacionan con datos clínicos. Mientras tanto, es posible sugerir que los cambios en la 

frecuencia de linfocitos T específicos para T. cruzi  pueden ser utilizados como marcadores 

subrogantes efectivos de eliminación parasitaria durante el tratamiento específico para T. 

cruzi. La disminución detectada al año postratamiento muestra su potencial rol como 

marcador precoz de eficacia terapéutica. Más aún, los resultados del presente trabajo 

desafían la hipótesis de que el tratamiento etiológico es ineficiente en la fase crónica de la 

enfermedad de Chagas. Asimismo, dan apoyo a la aplicación de las drogas actualmente 

disponibles, a pesar de sus imperfecciones, para tratar a los millones de infectados existentes 
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y ayudar así a prevenir el desarrollo de síntomas clínicos en un conjunto importante de estos 

individuos. Finalmente, creemos que las herramientas generadas en el presente trabajo 

ayudarán a remover las barreras existentes para desarrollar nuevas drogas y nuevos 

esquemas de tratamiento para la fase crónica de la enfermedad de Chagas. 
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7. ABREVIATURAS 
 
 
 
7-AAD     7-Amino-actinomicina D 

AL       Alopurinol 

APC      Célula presentadora de antígeno profesional  

BZ      Benznidazol 

CFSE      carboxifluoresceína succinimidil éster 

ECG      Econcardiograma 

ELISA   Análisis por inmunoabsorción ligado a enzimas (del inglés, 

enzime-linked immunosorbent assay) 

ELISPOT  Análisis de motas por inmunoabsorción unida a enzimas (del 

inglés, enzime-linked immunosorbent spot). 

HAI      Hemaglutinación indirecta 

HLA       Antígeno leucocitario humano 

HSV-1     Virus Herpes Simple-1 

IFI      Inmunofluorescencia indirecta 

IRO      Intermediarios reactivos del oxígeno 

CMH      Complejo mayor de histocompatibilidad 

PAMP     Patrones moleculares asociados a patógenos 

PBMC  Células mononucleares periféricas (del inglés, peripheral 

blood mononuclear cells)  

PBS Solución de sales de fosfato reguladora de pH  (del inglés, 

phosphate buffered saline) 

PMA      Phorbol 12-myristate 13-acetate 

PRR      Receptores de reconocimiento de patrones 
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Rx      Radiografía de torax 

SEB      enterotoxina B de Staphylococcus 

SFB     Suero fetal bovino 

T. cruzi     Trypanosoma cruzi 

TCR     Receptor de linfocito T  

PD-1     programmed cell death 1 

KLRG-1     killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1 
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