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“Mecanismos de regulacion negativa de la respuesta
inmune en pacientes con enfermedad de Chagas”

Resumen

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito protozoario intracelular Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) y afecta alrededor de 10 millones de personas. Aproximadamente un 20 a 30%
de los sujetos cronicamente infectados muestran la progresién a miocardiopatia, después de
padecer infeccion asintomatica durante un periodo de anos a décadas. La miocardiopatia de la
enfermedad de Chagas es la causa mas frecuente de miocardiopatia infecciosa en el mundo.
Las respuestas inmunes mediadas por células CD8 y células T CD4 son cruciales para el

control de esta infeccién crdnica.

En el pasado, debido a la escasez de los parasitos en el corazdn, prevalecio la hipétesis de
que la miocarditis chagasica cronica era atribuible exclusivamente a reaccién cruzada
autoanticuerpos al tejido cardiaco, y que la presencia del parasito era dispensable para la
inflamacion y fisiopatogénesis. Esta idea, en combinacion con la elevada toxicidad y la falta de
estudios controlados sobre la eficacia del tratamiento, exacerbd el escepticismo sobre la
conveniencia de un tratamiento antiparasitario durante la infeccion crénica. Este escepticismo
se mantuvo hasta finales de la década de los 90. Por otra parte, las pruebas serologicas
convencionales pueden mantenerse positivas durante afios o incluso décadas después de
tratamiento antiparasitario exitoso y los resultados de un ensayo clinico doble ciego controlado
con placebo para determinar la eficacia del tratamiento benznidazol no estan disponibles

actualmente.

En el presente trabajo hemos estudiado los mecanismos inmunoregulatorios presentes en
células T de sangre periférica, especificas o no contra T. cruzi y también en el corazén de
pacientes humanos infectados con este parasito. Asi mismo evaluamos el impacto del
tratamiento tripanocida (benznidazol) sobre, la expresion de las moléculas de

inmunoregulatorias y sobre los niveles de subpoblaciones de células T (items 1, 2y 3).



1) Caracterizacion funcional de moléculas inmunoregulatorias y produccion de citoquinas por

parte de linfocitos T especificos contra T. cruzi.

2) Evaluacion del impacto del tratamiento con benznidazol en subpoblaciones de linfocitos T

en pacientes con infeccién crénica.

3) Composicion celular, grado de diferenciacién celular y perfil funcional de las células

reclutadas hacia el corazén de pacientes con miocarditis crénica de Chagas.

1) Caracterizacién funcional de moléculas inmunoregulatorias y produccion de citoquinas por
parte de linfocitos T especificos contra T. cruzi. En los individuos infectados, mas del 80% de
los linfocitos T especificos contra el parasito productores de IFN-y, presenta expresion del
receptor inhibitorio CTLA-4, pero no de LIR-1. Por el contrario, en los mismos sujetos los
linfocitos T especificos contra antigenos de la vacuna TetaDif productores de IFN-y, no
expresan ni CTLA-4 (3%), ni LIR-1 (5%). Ademas demostramos que la expresién de CTLA-4
en células T especificas contra T. cruzi tiene consecuencias funcionales, debido a la activacién
de CTLA-4 conduce a la disminucion de la produccion de IFN-y en respuesta a antigenos de
parasitos. Interesantemente, detectamos expresion de CTLA-4 en linfocitos T en el corazén de
pacientes con miocarditis chagasica crénica. Luego de la activacion policlonal, la expresion de
CTLA-4 aumenta en mayor medida en pacientes sintomaticos en comparacién con la induccién
de la misma en sujetos asintomaticos y no infectados (P<0,001). La expresion de este receptor
inhibitorio en células T especificas contra el parasito en repetidas ocasiones durante la
exposicion antigénica cronica, podria resultar en el agotamiento immunolégico observado en el

compartimento total de células T después de 10-20 afnos de la infeccion inicial.

2) Evaluacion del impacto del benznidazol en subpoblaciones de linfocitos T que se
encuentran aumentadas en pecientes crénicamente infectados. La administracion del farmaco
tripanocida en adultos con infeccion cronica por T. cruzi induce una disminucién temprana,
duradera y significativa (5 afios de seguimiento) en los niveles de linfocitos T altamente
diferenciados, los cuales vuelven a niveles normales. Este cambio se observa en la mitad (7 de

14) de los individuos infectados tratados, pero en ninguno de los individuos infectados no



tratados seguidos en el tiempo (0 de 12). La serologia convencional acompana a la
disminucién de los CD4'LIR-1* obtenido en los primeros tiempos después del tratamiento v,

por tanto constituiria un marcador precoz subrogante de la eficacia del tratamiento.

3) Composicion celular, grado de diferenciacién celular y perfil funcional de las células
reclutadas hacia el corazén de pacientes con miocarditis cronica de Chagas. Con el fin de
caracterizar los tipos celulares presentes y su posible rol durante la miocarditis de la
enfermedad de Chagas, se analizaron la composicién celular (i.e. CD3, CD4, CD8, CD20,
CD21, CD68, CD57), la expresidbn de moléculas coestimuladoras (i.e. CD27), receptores
inhibitorios (i.e. HLA-G, PD-1, CTLA-4), factores de transcripcion de TH1 o células T
reguladoras (i.e. Thet, FOXP3), marcadores de senescencia (i.e. CD57, CD45RA) y un

marcador de ciclo celular activo (i.e. Ki67).

3a. El porcentaje de células T (CD3", CD4" y CD8" células) se encuentra incrementado
significativamente en las regiones con mayor grado de inflamaciéon (hasta 70% del total
infiltrado). Por el contrario, el porcentaje de macréfagos (% CD68") fue similar en regiones de
alto y bajo nivel de infiltracion (20% del infiltrado). Por otro lado, las células B (i.e. células
CD20") se observaron solo en algunas areas con alto grado de inflamaciéon y en bajo

porcentaje (i.e. mediana, rango; 2%, 0-13%).

3b. La mayoria de los linfocitos infiltrantes mostraron expresién de CD45RO y CD27,
marcadores de células con experiencia antigénica y bajo grado de diferenciaciéon. Por el
contrario, la expresion de PD-1, CD57 y CD45RA fue muy baja o ausente en el corazén de

pacientes con enfermedad de Chagas independientemente del grado de miocarditis.

3c. La expresion del factor de transcripcion maestro de TH1, Tbet, se observd en una
importante proporcion de células durante la miocarditis chagasica. En contraste, el nivel de
células T reguladoras (i.e. FOXP3") mostré ser escaso. Se observaron altos niveles del células
expresando el marcador del ciclo celular activo, Ki67, las cuales a su vez resultaron coexpresar

CD8, pero no CDS8.



3d. Mediante un analisis de estadistica de dos dimensiones pudimos demostrar la infeccion del
miocardiocito humano durante el curso natural de la infeccién induce un reclutamiento eficiente

de linfocitos T con experiencia antigénica y bajo grado de diferenciacién (i.e. CD45RO*CD57").

En resumen, hemos encontrado que las células T reclutadas por el corazén infectado de
pacientes con Chagas miocarditis poseen bajo grado de diferenciaciéon y un fenotipo similar al
de los linfocitos T especificos contra T. cruzi en presentes en sangre periférica. Ademas, se
observd que las células T proliferarian in situ, y que los linfocitos T con experiencia antigénica

y bajo grado de diferenciacién son reclutadas por los miocitos infectados de manera eficiente.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Inmunologia de la enfermedad de Chagas,

Miocarditis de la enfermedad de Chagas, Tratamiento de la enfermedad de Chagas,
Marcadores de eficacia de tratamiento en la enfermedad de Chagas, Receptores inhibitorios

de la respuesta inmune.



“Immunoregulatory mechanisms in patients with
chronic Chagas Disease”

Abstract

Chagas disease, caused by the intracellular protozoan parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
affects around 10 million people. An estimated 20 to 30% of the chronically infected subjects
show progression to cardiomyopathy, after being asymptomatic for a period of years to
decades. Chagas heart disease is the most frequent cause of infectious cardiomyopathy in the
world. Immune responses mediated by CD8 and CD4 T cells are crucial for the control of this

chronic infection.

In the past, due to the scarcity of parasites in the heart, it was hypothesized that chronic
chagasic myocarditis was exclusively attributable to cross-reacting autoantibodies to cardiac
tissue and that the presence of the parasite was unnecessary for pathogenesis. This belief, in
combination with the high toxicity of treatment and lack of treatment efficacy tests led to
skepticism about the convenience of antiparasitic treatment for chronic T. cruzi infection, which
persisted until late 1990s. Moreover, conventional serologic assays remain positive after years
or even decades after successful treatment and results of a double-blind placebo controlled
clinical trial to determine benznidazole treatment efficacy are not available.
During my thesis | studied immunoregulatory mechanisms in total peripheral T cells, T. cruzi-
specific T cells, and also in heart infiltrating cells from infected human patients. | was able to
evaluate the impact of trypanocidal treatment (benznidazole) on the expression of
immunoregulatory molecules and T cell subsets in the blood and heart of these patients (item
1, 2, and 3). In order to contribute to the progress towards drug discovery in this neglected and
poverty related disease, | developed an automatized method for highthroughput screenings of

drugs against trypanosome parasites.

1) Evaluation of the impact of benznidazole treatment in T cell subsets that are increased in

chronically infected subjects.



2) Functional characterization of immunoregulatory molecules and cytokine production by T.

cruzi-specific T cells from peripheral blood of infected subjects.

3) Cellular composition, grade of differentiation and functional profile of cells recruited by the

heart of patients with chronic Chagas myocarditis.

1) Evaluation of the impact of benznidazole on T cell subsets that are increased in chronically
infected subjects. Trypanocidal drug administration in chronically infected adults induces a
significant, early and long lasting (5 years of follow-up) decrease on highly differentiated
effector T cells that return to normal levels. This change is observed in half (7 out of 14) of the
infected individuals but in none of their untreated counterparts (0 out of 12). Conventional
serology accompanies the decrease in CD4*LIR-1" obtained at earlier times after treatment and

thus would constitute an early surrogant marker of treatment efficacy.

2) Functional characterization of immunoregulatory molecules and cytokine production by T.
cruzi-specific T cells from peripheral blood of infected subjects. More than 80% of the IFN-y
producing T. cruzi-specific T cells from chronically infected patients show high expression of the
inhibitory receptor CTLA-4, but not LIR-1. In contrast, IFN-y-producing vaccine antigen-specific
T cells from the same infected subjects do not express neither CTLA-4 (3%), nor LIR-1 (5%).
We demonstrated that CTLA-4 expression in T.cruzi-specific T cells has functional
consequences, because activating CTLA-4 leads to decreased IFN-y production in response to
parasite antigens. Moreover, the expression of CTLA-4 was observed in T cells in the heart of
patients with chronic Chagasic myocarditis. Interestingly, we found that after policlonal
activation, CTLA-4 expression was more significantly increased (P<0.001) in symptomatic
subjects in comparison with asymptomatic and uninfected subjects. The expression of this
inhibitory receptor in parasite specific T cells in conjunction with the chronic antigenic exposure
could result in the observed exhaustion of the total T cell compartment after 20-40 years of the

initial infection.



3) Cellular composition, grade of differentiation and functional profile of the cells recruited by
the heart of patients with chronic Chagas myocarditis. In order to determine their role in the
pathogenesis of chronic Chagas heart disease, we analyzed the cellular composition (CD3,
CD4, CD8, CD20, CD21, CD68, CD57), the expression of co-stimulatory molecules (CD27),
inhibitory receptors (HLA-G, PD-1, CTLA-4), transcription factors of TH1 or regulatory T cells
(Tbet, FOXP3), senescence (CD57, CD45RA) and active cell cycle markers (Ki67).
3a. The percentage of T cells (CD3*, CD4" and CD8" cells) are highly increased in regions with
the highest degree of inflammation (up to 70% of the total infiltrate). Conversely, the
percentage of macrophages (%CD68" cells) was similar in regions with high and low level of
infiltration (20% of the infiltrate). On the other hand, B cells (CD20" cells) were only observed in
some areas bearing high degree of inflammation (Median, range; 2%, 0-13%).
3b. Most heart infiltrating T cells showed CD45RO and CD27 expression, markers of antigen
experienced T cells with low grade of differentiation. In contrast, PD-1, CD57 and CD45RA
expression were absent, being this in agreement with the absence of terminally differentiated
effector T cells and NKs in the heart of Chagas disease patients.
3c. TH1 (Tbet) were highly abundant during Chagas myocarditis. In contrast, regulatory T cells
were scarce (FOXP3*). Cells expressing high levels of the active cell cycle marker, Ki67,
showed CD3 expression but lacked CDs.
3d. Using two dimensional statistics | demonstrated that in-vivo infected human cardiac
myocytes efficiently recruit antigen experienced (CD45RO*CD577) T cells with low grade of
differentiation.

In summary, we found that T cells recruited by the infected heart of patients with Chagas
myocarditis bear low grade of differentiation and a strikingly similar phenotype to T. cruzi-
specific T cells present in peripheral blood. Moreover, we determined that T cells proliferate in
situ, and that antigen experienced T cells are more efficiently recruited than other mononuclear

cells by the infected myocytes (2-Dimensional statistics and Monte-Carlo simulations).



Keywords: Chagas Disease Immunology, Chagas Myocarditis, Chagas treatment, Markers

of treatment efficacy in Chagas disease, T cell Inhibitory receptors.



Agradecimientos

A Susana Laucella por haber brindado su esfuerzo y ayuda. También gracias a Mariela, Laura
Fichera, Damian, Sam, Charles, Ashley, Angel, Gretchen y Rick, a todos; por ayudar, escuchar,
aconsejar y hacer posible este trabajo.

A Rubén Laguens y Patricia Meckert, Pedro Gonzélez, Diana Sepulveda y Carlos Vigliano,
Marcela Alvarez y todo el personal de la Fundacion Favaloro que me ayud6 durante estos
ultimos afios, tanto a nivel personal como profesional.

A Rodolfo Viotti, Alejandro Armenti, Graciela Bertocchi, y a todos los médicos del hospital
interzonal de Agudos Eva Peron por su calidad humana y por su compromiso con los pacientes;
asi como también con la investigacion.

A Eduardo Gaddi, Jeannette Balbarisky del hospital de nifios Dr. &eBtzalde por su

amabilidad, calidad humana y generosidad.

A la Amistocatedra por compartir tantos momentos de discusién de ideas, estrategias educativas
y asaditos.

A Gabriel Gellon y a todo Expedicién Ciencia por fertilizar y regar en cada encuentro la semilla
pedagogica que estaba en mi.

A Nico Urtasun, Nico Rasco, Guille Risso, Agos Bertolin y Mechi Tkach por estar siempre ahi
alentandome y ayudandome a progresar como persona, amigo y profesional.

A Lucila, por darme tanta luz en el camino.

A Andrés Barcala y a Mati Blaustein.

A todos los inmunocenos, con los cuales creamos un lugar para compartir nuestros pequefios
conocimientos y gran interés por el desarrollo cientifico en el campo de la inmunologia.

A Maru Pampa, Tebe Fernand@zo Bustos, Cari, Maxi, la Colo y todos mis amigos del

Instituto Nacional de Parasitgia “Dr. Mario Fatala Chabén” por su carifio y apoyo.

A mis alumnos, que me inspiraron tantas veces y me dieron ganas de seguir conociendo mentes
abiertas a nuevos entendimientos.

A mis amigos, por estar siempre ahi, por su afecto, atencion y hasta de su propia sangre para que
pueda realizar este trabajo.

A todos los pacientes que donaron su sangre para que esta investigacion sea posible.

Gracias a la docencia por mantener siempre encendida mi curiosidad y el placer de descubrir.



A mis padres,

A mis hermanos y a mis amigos,

“Elijo a mis amigos por la cara limpia y por el alma expuesta.

No quiero solamente el hombro o la falda,

quiero también su mayor alegria.

Amigos que no rien juntos, no saben sufrir juntos.

Mis amigos son todos asi: mitad tonteria, mitad seriedad.

No quiero risas previsibles ni llantos piadosos.

Quiero amigos serios, de aquellos que hacen de la realidad su fuente de aprendizaje,
pero que luchan para que la fantasia no desaparezca”

0. Wilde

10



CD
CDs

ETD
CMH
CMSP
CPA
CTLA-4
LIR-1
IMF

| FN-y
lg

IL

LPS
MC
ME
NF-AT
NF-kB
NK
PD-1
PECAM-1
PMAP
RRP
SN
STAT

T. cruzi
TetaDif
T-bet
TCR

Th

TLR
TNF-a
Treg

Mg

Abreviaturas

Cluster de diferenciacion

Células Dendriticas

Efectoras

Efectoras terminalmente diferenciadas
Complejo mayor de histocompatibilidad
Células mononucleares de sangre periférica
Célula presentadora de antigeno

Proteina asociada a linfocitos T citotoxicos-4
Receptor-1 tipo Inmunoglobulina de los leucocitos
Intensidad media de florescencia

Interferon gamma

Inmunoglobulina

Interleuquina

Lipopolisacéarido

Memoria Central

Memoria efectora

Factor nuclear de células T activada

Factor nuclear kappa-B

Células natural Killer

Receptor de muerte programada 1

Molécula de adhesién de Plaquetas al endotelio
Patrones moleculares asociados a patdégenos
Receptor de reconocimiento de patrones
Seronegativo

Transductora de sefial y activadora de la
transcripcion

Trypanosoma cruzi

Antigenos de toxoides tetanico y diftérico
T-box expresado en células T

Receptor de la célula T

Linfocito T colaborador (“helper”)
Receptores tipo Toll

Factor de necrosis tumoral alfa

Células T regulatorias

Microgramos

11



Aspectos generales relacionados con los objetivos de la tesis
Objetivos generales
Objetivos especificos

Materiales y métodos

indice

N U D W R R R

Introduccion Parte 1. Enfermedad de Chagas
1.1. Breve historia de la enfermedad
1.2. Incidencia
1.3. Diagnéstico
1.4.  Estadios clinicos de la infeccién
1.5. Sintomas de la enfermedad de Chagas
1.6. Tratamiento etioldgico de la infeccion por Trypanosoma cruzi
1.7. Patogénesis de la Miocardiopatia Chagasica
Introduccion Parte 2. Agente etioldgico de la enfermedad
2.1. Hospedadores intermediarios
2.2, Formas del parasito
2.3. Infeccién por Trypanosoma cruzi
24, Invasién celular
2.5. Tropismos
Introduccion Parte 3. Respuesta inmune en la infeccion por Trypanosoma cruzi
3.1. Respuesta inmune innata
3.2. Etapas de la respuesta inmune adaptativa y memoria inmunoldgica
3.3. Rol de linfocitos T en la respuesta inmune contra T. cruzi

3.3.1. Linfocitos T colaboradores: perfiles funcionales

3.3.2. Marcadores de diferenciacién de los linfocitos T

3.3.3.  Envejecimiento y Agotamiento del sistema inmune

3.4. Mecanismos de regulacion negativa de la respuesta inmune

3.4.1. Linfocitos T regulatorios

3.4.2. Receptores inhibitorios expresados en linfocitos T

3.5. Alteraciones inespecificas en la infeccion por T. cruzi: Activacién policlonal e

inmunosupresion
3.6. Respuesta inmune protectiva contra el parasito
3.7. Respuesta celular T en pacientes con enfermedad de Chagas crdnica

3.7.1.  Estudios cuantitativos de linfocitos productores de IFN-y y especificos contra T. cruzi

3.8. Estudios cuantitativos de subpoblaciones de linfocitos T totales en pacientes con

enfermedad de Chagas

3.9. Linfocitos reclutados al corazon y el rol de las quemoquinas

Seleccion de la poblacion estudiada

12
16
17
17
18
19
20
22
22
25

26
26
32
35

37
37
39

41
42

45
46

47
49
51
51
52
53
53

12



Tratamiento de los pacientes cronicamente infectados con benznidazol 54

Pacientes analizados mediante técnicas de histopatologia cardiaca. 55
Analisis de los explantes cardiacos. 56
Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP). 57
Obtencion de lisado derivado de amastigotes del T. cruzi. 57
Determinacion de la concentracidn de proteinas 58
Determinacion de la presencia de PMAPs en el lisado de amastigotes de T. cruzi 58
Ensayos de ELISPOT 59
Ensayo de ELISPOT-IFN-y con entrecruzamiento y bloqueo de CTLA-4 y LIR-1. 60
Citometria de flujo 61
Tincidn intracelular de citoquinas 62
Inmunohistoquimica 63
Inmunofluorescencia 63
Anadlisis estadistico ELISPOT 64
Cuantificacion y andlisis estadistico de las técnicas inmunohistolégicas. 64
Anadlisis estadistico 65
Resultados Parte 1. Estudios en sangre periférica 68
1.1. Expresion de receptores inhibitorios en linfocitos T especificos contra T. cruzi 68
1.1.1.  Especificidad de la respuesta al lisado de amastigotes de T. cruzi 71
1.2. Expresion de receptores inhibitorios en Linfocitos T totales 73
1.2.1. Expresidn de CTLA-4 ante la estimulacion policlonal de linfocitos T 73
1.2.2. Co-expresion de LIR-1y CTLA-4 en linfocitos T CD4 76
1.2.3.  Analisis ex-vivo de la expresion de LIR-1 y CTLA-4 en linfocitos T totales 76
1.3. Ensayos funcionales: Efecto del bloqueo y entrecruzamiento de CTLA-4 y LIR-1 en la
respuesta especifica contra T. cruzi 78
1.4. Efecto del tratamiento de pacientes con benznidazol sobre la expresion de LIR-1 79
1.4.1.  Disminucién del porcentaje de CD4'LIR-1" se caracteriza por un concomitante aumento de la
subpoblacién CD4'LIR-1° 80
1.4.2. Grado de diferenciacién de linfocitos T LIR-1* 82
1.5. Niveles de linfocitos T con distinto grado de diferenciacion en individuos asintomaticos
crénicamente infectados con Trypanosoma cruzi 83
1.6. Otros mecanismos de regulacién negativa de la respuesta inmune 89
1.6.1. Niveles de linfocitos T regulatorios en sangre periférica de pacientes cronicamente infectados con
T. cruzi 90
1.6.2. Ensayos de deplecidn y purificacion de Tregs 91
1.6.3.  Expresién de HLA-G en células mononucleares de sangre periférica 92

Resultados Parte 2. Estudios en tejido cardiaco de pacientes con enfermedad de Chagas
cronica

2.1. Composicidn leucocitaria del infiltrado inflamatorio en pacientes con miocardiopatia
chagasica crénica 94

2.2, Evaluacion de receptores inhibitorios y marcadores asociados al grado de diferenciacion y
agotamiento de linfocitos T 96
2.2.1. Expresion de CTLA-4 97

13



2.3. Marcadores de diferenciacidon en la miocarditis chagdsica crdnica 98

2.3.1. Expresion de CD57 100
2.3.2. Expresion de CD27 100
2.3.3. Expresion de PD-1 101
2.4. Fenotipo de los linfocitos reclutados hacia el miocardiocito infectado. 104

2.5. Marcadores funcionales: Proliferacion, Apoptosis y perfil de citoquinas en la miocarditis

chagdsica croénica. 107
2.5.1. Proliferacion in situ de linfocitos durante la miocarditis de la enfermedad de Chagas 108
2.5.2. Marcadores de proliferacidn y apoptosis en el corazén de pacientes con enfermedad de Chagas 111
2.5.3. Expresidn de T-bet en la miocarditis chagasica crénica 112
2.5.4. Expresion de FOXP3 en la miocarditis chagasica crdnica 113
2.5.5. Expresion de HLA-G en la miocarditis Chagasica cronica 114

2.6. Presencia de estructuras linfoides ectdpicas en el corazén de los pacientes con miocarditis
chagasica cronica 115

14



15



Introduccion

Introduccion Parte 1. Enfermedad de Chagas

1.1 Breve historia de la enfermedad
La existencia de la infeccidon por Trypanosoma cruzi en humanos fue descubierta en 1909, por
el médico Carlos Chagas mientras participaba en una campana para erradicar la Malaria, en
Minas Gerais, Brazil. Encontré por primera vez, en el intestino de un insecto Reduvideo
(Triatoma infestans o “vinchuca”), unos protozoos parasitos flagelados del género
Trypanosoma —a los cuales bautizd Trypanosoma cruzi, en honor a su maestro Oswaldo Cruz-.
Mientras buscaba algun posible huésped para este nuevo pardsito, se encontré con Berenice,
una nifia de dos anos de edad que se convirtié en el primer caso diagnosticado de infeccién
aguda por T. cruzi en humanos. Se ha trabajado intensamente para entender el ciclo de vida
del parasito y su interaccion con sus huéspedes vertebrados e invertebrados. Luego de 100
anos de investigacion, diversos aspectos de la interaccion entre T. cruziy sus huéspedes, asi

como también el desarrollo de los sintomas clinicos se mantienen aun sin respuesta.

1.2Incidencia
El protozoo uniflagelado Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de
Chagas, o tripanosomiasis Americana. La enfermedad es endémica en América, desde México
hasta el Norte de Argentina, comprometiendo entre 8 y 10 millones de personas infectadas de
21 paises.”® Teniendo en cuenta la distribucion geogréafica de los insectos vectores y los
multiples reservorios involucrados en la transmision, 25 millones de personas se encuentran
bajo riesgo de adquirir la infeccion, es decir, la infeccion es una amenaza permanente para

una de cada veinte habitantes de América Latina.
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La consecuencia mas grave de la infeccion cronica por Trypanosoma cruzi es la aparicién de
una miocardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca en el 20-30% de los pacientes infectados,
la cual se denomina Enfermedad de Chagas. Del total de individuos infectados, existen
aproximadamente 2 millones de pacientes que padecen enfermedad de Chagas, y por ende, la
enfermedad de Chagas es la causa infecciosa mas frecuente de miocardiopatia dilatada a

nivel mundial.*

Se producen aproximadamente 10.000 muertes anuales debido a la enfermedad de Chagas.®®
Ademas esta enfermedad crdnica causa perjuicios econdmicos producidos por la carga de
enfermedad en la poblacion, tanto a nivel personal (deterioro de la calidad de vida del enfermo)

como regional ya que produce un aumento del gasto en salud.

Cuadro 1. Cambios en los
parametros epidemioldgicos por
la interrupcion de la transmision

Muertes anuales ‘ A :-45..000 21..000 12..500 y descenso de la incidencia
Casos humanos de infeccion | 30 millones | 18 millones | 15 millones de la enfermedad de Chagas,
Nuevos casos anuales 700.000 200.000 41,200 1990-2000-2006

Poblacion en riesgo 100 millones | 40 millones | 28 millones

Distribucion 21 paises 21 paises 21 paises Fuente: TDR/WHO, PAHO, WHO

Debido a la naturaleza crénica de esta enfermedad y su extensién geografica, la enfermedad
de Chagas causa una pérdida regional estimada en 0,67 millones de anos de vida saludables
perdidos debido a la discapacidad o muerte prematura causada por la enfermedad (por ej.,
AVADs, afos de vida ajustados por discapacidad). Este valor constituye 2,7 veces mas que la
pérdida econémica conjunta producida por la malaria, la esquistosomiasis, la leishmaniasis y la

lepra (0,25 millones de AVADSs) a nivel continental.®

Se producen anualmente aproximadamente 40.000 casos agudos en América latina.” Durante
el ano 2010, en la Argentina se reportaron 447 casos agudos, siendo 262 debidos a
transmision congénita y sélo 39 debido a transmision vectorial.® El nimero de casos agudos
esta disminuyendo afno a afno, sin embargo, en Argentina hay aproximadamente 1,5 millones

de individuos infectados, representando aproximadamente el 3% de la poblacion.
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Fuera de los focos naturales de transmision, se ha notificado la transmisién por transfusion
sanguinea con creciente frecuencia, aun en paises no endémicos, debido a los fenédmenos

masivos de migracion hacia paises como Estados Unidos, Espafia y otros paises de Europa.

A pesar de la elevada importancia epidemiologica de esta enfermedad, se ha demorado el
desarrollo de nuevas drogas y vacunas para curar o prevenir la enfermedad de Chagas. El
motivo de este retraso es debido a complicaciones técnicas y la falta de incentivo econdémico
por parte de las companias farmacéuticas dado que la infeccion tiene lugar principalmente en

los sectores mas pobres de Latinoamérica.

La transmision vectorial hacia humanos es totalmente dependiente de las condiciones de la
vivienda, ya que la cohabitacién del vector infectado y los animales domésticos es la base
sobre la que se establece el ciclo doméstico. En zonas endémicas, la transmision vectorial es
la causante del 85% de las infecciones humanas, siendo la transmisiébn congénita y por

transfusion sanguinea las que le siguen en porcentajes.

En nuestro pais y en Latinoamérica, el numero de casos agudos anuales ha decrecido
notablemente (ver cuadro 1) pero la cantidad de personas infectadas seropositivas no. Esto se
debe a que existen intervenciones efectivas para evitar el contagio de las personas. Por el
contrario, hace falta mas evidencia sobre la eficacia de los tratamientos para eliminar al
parasito o para evitar la progresion de la enfermedad en individuos adultos cronicamente

infectados.

1.3 Diagnostico
Durante la etapa cronica de la enfermedad, los niveles de parasitos circulantes en sangre
periférica son muy bajos y por lo tanto los métodos parasitologicos directos utilizados durante
la fase aguda no son de utilidad para el diagnéstico de la infeccion (Figura 1). El diagnéstico de
laboratorio para determinar la infeccion con Trypanosoma cruzi se basa en la demostracion de
la presencia de anticuerpos IgG contra antigenos del mismo. No existe un solo test que
permita determinar con precisién la presencia de anticuerpos contra el parasito, y por ende se

utilizan tres técnicas independientes para aumentar la precisién del diagnéstico ° (Figura 1).

3
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Los ensayos mas utilizados son la hemaglutinacién indirecta (HAI), inmunoensayo enzimatico
(ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFl). Todos estos tests estan basados en el uso de
parasitos enteros o fracciones antigénicas completas, recombinantes o semipurificadas de
epimastigotes, el estadio no infectivo de T. cruzi. La normativa del Ministerio de Salud de
nuestro pais, recomienda analizar una misma muestra con 2 técnicas serologicas en paralelo y

una tercera en caso de discordancia.’

Originalmente se utilizaba la técnica del “xenodiagnéstico”, que actualmente se practica solo
en investigacion, en la cual se utilizan ninfas de Triatoma infestans criadas en el laboratorio y
se las alimenta con sangre del paciente (de manera directa o indirecta). Luego se dejan
durante 30 a 60 dias, y se examina la presencia de T. cruzi en el contenido intestinal de las

vinchucas.

Se ha avanzado considerablemente en el desarrollo de técnicas moleculares sensibles y que
permiten la deteccién de parasitos en sangre de pacientes infectados.’® Durante la etapa
aguda de la infeccidn, los altos niveles de parasitos circulantes en sangre periférica permiten el
diagnéstico utilizando métodos parasitol6gicos directos como la gota fresca, el Método de
Strout y el microhematocrito."" El hemocultivo como método de diagndstico parasitologico tiene
buena sensibilidad en los casos agudos y congénitos'?, pero su sensibilidad es muy baja en los
casos cronicos. La sensibilidad del xenodiagnéstico y de la PCR es del 100% en los casos
agudos y aproximadamente del 50% en los casos de infeccion crénica ', siendo la PCR una

opcion mas rapida, de menor costo y riesgo.

1.4 Estadios clinicos de la infeccion
Luego de ingresar al huésped mamifero a través de las mucosas o de una herida, el
tripomastigote de T. cruzi puede invadir una gran variedad de tejidos, incluyendo macréfagos,

células del musculo liso, estriado, neuronas y fibroblastos'

(Figura 2 y Figura 4). Este
proceso de amplificacion es el responsable de la fase aguda de la infeccion, la cual se

caracteriza por un alta parasitemia y gran cantidad de tejidos parasitados."
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Luego de resolverse la etapa aguda, la carga parasitaria en sangre decae dramaticamente, sin
embargo el parasito no es eliminado totalmente del organismo persistiendo de forma crénica.
Durante un lapso de tiempo de aproximadamente 10 afios luego de la primoinfeccién, la
mayoria de los individuos poseen una infeccién totalmente asintomatica. Sin embargo, pasado
este periodo de tiempo, aproximadamente un 20-30% de los mismos desarrolla sintomas

clinicos caracteristicos de la enfermedad de Chagas (Figura 1).

1.5.Sintomas de la enfermedad de Chagas
Las manifestaciones mas tempranas de la enfermedad son la aparicién de anormalidades en
los sistemas de conduccion y alteraciones en la motilidad del segmento parietal del ventriculo
izquierdo." Manifestaciones tardias incluyen el bloqueo completo de los sistemas de
conduccién eléctrica, taquicardia ventricular sostenida y no sostenida, disfunciéon del nodo
sinusal desencadenando bradicardia severa, aneurisma apical trombogénico en el ventriculo
izquierdo, y miocardiopatia dilatada progresiva asociada a insuficiencia cardiaca.' Estas
alteraciones estan asociadas a palpitaciones, sincope, con alto riesgo de muerte subita.'® '’
Las formas viscerales de la enfermedad de Chagas, usualmente afectan al es6fago, colon o
ambas.'® ' Los estadios avanzados, presentan dilatacion de las visceras resultando en

megaeséfago megacolon o ambas. Las formas gastrointestinales son mucho menos

frecuentes que la miocardiopatia chagasica.

Si bien en Argentina la miocardiopatia dilatada es la forma mas comun de la enfermedad, en
paises como Brasil también se observan sintomas en el tracto digestivo, como por ejemplo
megacolon y megaeséfago.'® El grado de avance y la severidad de la enfermedad pueden
variar entre moderado o severo dependiendo de la cantidad de tejido comprometido’. La
severidad y prevalencia de las distintas formas clinicas de la enfermedad de Chagas varia
entre las distintas regiones, pero la causa de dichas heterogeneidades clinicas y

epidemioldgicas no han sido completamente dilucidadas.’



Introduccién

1-2 semanas
Fase Aguda

PCR Positiva
Hemocultivo Positivo
Frotis Positivo
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PCR positiva en un 20 T ; iy
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Diagndstico basado
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-
Luego de afios o décadas el
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70-80% de los desarrolla la egfermedad
individuos mantienen e N

una infeccion Fase sintomatica
sizlgtoma’tlca de por Miocardiopatia Chagdsica

cronica, manifestaciones
gastrointestinales o ambas

Figura 1. Fases clinicas en la infeccidén por T. cruziy su evolucién. Luego de la fase aguda
que puede ser sintomatica o no, sigue un periodo asintomatico. El 20-30% de los pacientes,
luego de afos o décadas de infeccién, sufren los sintomas que caracterizan a la enfermedad
de Chagas siendo el compromiso cardiaco la forma prevalente en Argentina. En el caso de
pacientes VIH+, o pacientes inmunosuprimidos (por €j.: luego de un trasplante) se pueden
observar reactivaciones chagasicas, en las cuales aumenta la carga parasitaria y en algunos
casos se observan los chagomas. (Adaptado de “Antitrypanosomal therapy for chronic
Chagas disease”)
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1.6.Tratamiento etiolégico de la infeccién po Trypanosoma cruzi
Durante las primeras décadas del siglo pasado, luego del descubrimiento de la infeccion
humana por T. cruzi, se generé un consenso que sefalaba al parasito como responsable del
desarrollo de la patologia. En los afos 80 y 90, se cambid la perspectiva respecto a la
patogénesis de la enfermedad y la mayoria de los inmundlogos y patdlogos de la época
hipotetizaron que un fendmeno autoinmune desencadenaria la fisiopatologia. Este primer
cambio de paradigma, tuvo lugar debido a la baja parasitemia (pausiparasitemia, detectable en
aproximadamente el 50% de los individuos) en individuos enfermos, la presencia de un
extenso infiltrado inflamatorio, el escaso numero de nidos de amastigotes en el corazén y la
deteccién de anticuerpos vy linfocitos autorreactivos.?’® La inmunosupresion de pacientes con
enfermedad de Chagas resulta en una exacerbacién de las arritmias y miocarditis.>* Con el
desarrollo de técnicas mas sensibles, se pudo detectar la presencia parasitos en los tejidos de
una mayor proporcion de corazones de pacientes con enfermedad de Chagas. Estas
evidencias volvieron a poner énfasis en que el parasito seria el responsable en desencadenar
la aparicion de la miocarditis caracteristica de esta enfermedad y que por lo tanto debe
erradicarse al pardsito para prevenir la enfermedad. Tres grandes periodos caracterizan la
historia de los estudios de la enfermedad de Chagas, el periodo “parasitario”, el periodo
“autoinmune” y el periodo “gendmico”, el cual marca un retorno al sefialamiento del parasito

como agente indispensable para la aparicién de la patologia.® 2

La quimioterapia con derivados del nitroimidazol es capaz de llevar a la erradicacion total del

parésito y negativizacion de la serologia '* %’

tanto en la etapa aguda como en nifios en la fase
indeterminada de la infeccion. Sin embargo, el uso del tratamiento en adultos cursando la
etapa crénica de la infeccion es limitado debido a la falta de tests diagnésticos practicos y

confiables para demostrar la cura parasitologica.?”*°

Durante la infeccién aguda con Trypanosoma cruzi, el tratamiento con benznidazol o nifurtimox
reduce la severidad y la duracion de los sintomas, ademas de acelerar la disminucion de la

carga parasitaria.” * %' Se observa cura parasitolgica en el 60-85% de los pacientes tratados
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durante la fase aguda." *** Existen escasos estudios clinicos con datos sobre la eficacia del

tratamiento de pacientes adultos crénicamente infectados con T. cruzi.

Como se menciondé previamente, no existe un test que sea lo suficientemente sensible y
especifico como para determinar con precisién la presencia o ausencia de infeccion. La
mayoria de los ensayos clinicos han entonces exigido que los participantes tengan tres

pruebas serologias diferentes (HAI, IFI y ELISA) positivas antes de iniciar el tratamiento.?® 3

La negativizacién de las pruebas serologicas realizadas en forma seriada es considerada
como el criterio “gold standard” de eficacia de la droga. Desafortunadamente, la negativizacién
de la serologia es muy variable y se observa recién entre 1 y 3 afos luego de finalizado el

tratamiento y sélo en algunos pacientes.® 2

En los primeros ensayos clinicos del nifurtimox para la infeccion crénica con T. cruzi, se utilizd
xenodiagnostico”. Sin embargo, sélo el 30%-60% de los pacientes en la fase cronica de la
infeccién poseen resultados positivos del xenodiagnéstico.?” ** El mismo problema posee la
determinacion de la presencia del parasito por PCR para pruebas de tratamiento. Debido a que
la parasitemia es baja durante la etapa crénica de la enfermedad, la sensibilidad de la PCR no
alcanza como para detectar al parasito en todos los pacientes infectados, y ademas se ha
encontrado que la misma varia dependiendo de los genes target, el método, y la poblacion
estudiada.’ * ** Estos métodos, no son indicadores confiables de la cura parasitologica,

incluso cuando los resultados luego del tratamiento son negativos.

Durante la década del 90, ensayos doble ciego randomizados y controlados con placebo
fueron realizados para evaluar la eficacia del tratamiento durante 60 dias con benznidazol a
nifios cronicamente infectados.?” ** *” Cada ensayo utilizé una técnica seroldgica distinta y no
convencional para evaluar la respuesta al tratamiento. Uno de los estudios abarcé a 130 nifios
infectados, y resultdé en que el 58% de los nifios tratados con benznidazol negativizé la
serologia en un tiempo de 3 anos, comparado al 5% que negativizé dicho test seroldgico en el
grupo tratado con placebo.*” En un segundo ensayo realizado con 106 nifios, se observé que

el 62% de los nifios tratados con benznidazol negativizaron la serologia luego de 48 meses de
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finalizado el tratamiento, mientras que 0% de los individuos tratados con placebo mostré
cambios en la serologia. Luego del tratamiento con benznidazol o placebo el porcentaje de

xenodiagnésticos positivos en cada grupo fue de 4,7% y 51,2%, respectivamente.?’

Respecto al tratamiento de adultos durante la fase crénica de la infeccidn, existen menos
ensayos realizados. Un ensayo clinico pequeno, pero randomizado y controlado con placebo
fue realizado para evaluar la eficacia del tratamiento con benznidazol o nifurtimox en 77
individuos adultos asintométicos crénicamente infectados con T. cruzi.®® Luego de 12 meses,
todos los pacientes continuaron con serologia positiva, medida por técnicas convencionales,
pero los pacientes que recibieron benznidazol o nifurtimox disminuyeron significativamente el
porcentaje de xenodiagnésticos positivos comparado con el grupo placebo. (1,8% y 9,6%,
respectivamente, contra 34,3% en el grupo placebo).®® Mas recientemente, un ensayo clinico
no randomizado, no ciego, fue realizado en 566 individuos adultos crénicamente infectados
con T. cruzi de los cuales la mitad fue tratado durante 30 dias con benznidazol y fueron
seguidos durante 9,8 afos (Mediana del tiempo de seguimiento). Se observo una disminucidn
significativa en la proporcién de pacientes que progresaron en el grado de compromiso
cardiaco (4,2% de los pacientes tratados, contra el 14,1% de los pacientes no tratados, P =
0,002).*® Respecto a la negativizacion de la serologia en el grupo tratado y no tratado, se
observd que el 14,7% y 5,7%, respectivamente, presentaron seroconversién (P<0,001); sin
embargo el tiempo medio de seroconversion resulté ser de 11,7 anos. La progresion a los
estadios sintomaticos resulté ser mas frecuente en los pacientes que permanecieron con
serologia positiva, comparado con los que negativizaron la serologia (10,7% vs. 2,4%; P =

0,009).

Se encuentra préxima, la finalizacion de un ensayo clinico amplio, multicéntrico, randomizado
doble ciego y controlado con placebo llamado BENEFIT (The Benznidazole Evaluation for
Interrupting Trypanosomiasis; ClinicalTrials.gov numero, NCT00123916) para testear la
eficacia del tratamiento con benznidazol a pacientes infectados con sintomas cardiolégicos

leves a moderados.?® %
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Dado que el benznidazol es generalmente mejor tolerado, es la droga utilizada por la mayoria
de los médicos expertos.”? Ambas drogas estan contraindicadas para mujeres embarazadas

y en pacientes con disfuncién renal o hepatica.

Tanto el benznidazol como el nifurtimox poseen efectos secundarios, que se observan mas
frecuentemente en adultos (Tabla 1). El benznidazol causa dermatitis y reacciones de
fotosensibilidad en aproximadamente un tercio de los pacientes.®® % %% %' | 3 dermatitis leve
puede ser controlada frecuentemente con antihistaminicos y la dermatitis moderada con
glucocorticoides en bajas dosis o tépicos.*” Cuando se observa dermatitis severa o exfoliativa,
que se asocia a fiebre y linfoadenopatias se debe interrumpir inmediatamente el tratamiento. El
benznidazol puede también causar neuropatias periféricas, lo cual también debe ser seguida
por la interrupcion del tratamiento. Aunque la mayoria de las veces la neuropatia periférica es

reversible, la desaparicion total de los sintomas puede llevar meses.

Tabla 1. Frecuencia de efectos secundarios no deseados asociados al uso de benznidazol y
nifurtimox en adultos.

Efecto secundario Porcentaje de pacientes

Nifurtimox

Anorexia y pérdida de peso 50-75*
Nauseas 15-50
Vomitos 15-26
Dolor abdominal 12-40
Dolor de cabeza 13-70
Vértigo 12-33
Alteracion del estddo de &nimo 10-49
Insomnio 10-54
Mialgia 13-30
Neuropatia periférica™ 2-5

Reduccidn de la memoria a corto plazo  |6-14

Leucopenia# <1

Suspencion de la medicacion debida a
los efectos secundarios 6-40

Benznidazol

Dermatitis alérgica§ 29-50 9] ||
Parestesia 0-30
Neuropatia periféricat™ 0-30
Anorexia y perdida de peso 5-40
Nauseas, Vdmitos o ambas 0-5
Leucopenia# <1
Trombocitopenia¥ <1

Suspencion de la medicacion debida a

los efectos secundarios 7-13

38 43
I I

* Datos de Wegner y Rohwedder®' Coura et al*® y Jackson et a
T Efecto secundario dependiente de la dosis, aparece frecuentemente cercano a la finalizacion del esquema de
tratamiento, y se debe discontinuar la administracién de la droga.

T Se debe discontinuar la administracion de la droga.
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§ Efecto secundario no dependiente de la dosis. Se debe discontinuar la administracion de la droga si la dermatitis
alérgica es severa, exfoliativa o si esta asociada a fiebre.

{ Datos de Viotti et al.** Coura et al.*® Pinazo et al.,*° y Pérez-Molina et al.*'

El nifurtimox causa efectos secundarios gastrointestinales en entre el 50 y el 75% de los
individuos tratados.’” % * |os efectos secundarios incluyen anorexia y pérdida de peso,
nauseas, vomitos, y dolor abdominal. Otros efectos secundarios observados son, insomnio,
desorientacién, cambios en el estado de animo y parestesias. La neuropatia periférica es poco
frecuente pero puede aparecer si el protocolo de tratamiento es prolongado por 60 o mas dias,
al igual que la causada por el benznidazol, la neuropatia tiene un lento pero favorable

progreso.

La determinacion de la eficacia del tratamiento ha sido obstaculizada por: la falta de pruebas
sensibles para determinar la carga parasitaria, la cinética de la negativizacion de la serologia
convencional, la naturaleza lenta de la progresion de la enfermedad y la inexistencia de
pruebas diagnédsticas que permitan predecir si el paciente continuard asintomatico de por vida

o padecera la miocardiopatia chagasica cronica.

A partir de la observacion de que los pacientes tratados tienen una menor tendencia a
desarrollar miocardiopatia’ % %, existe actualmente una marcada tendencia a ofrecer
tratamiento a adultos con infeccion crénica por T. cruzi. Sin embargo, no existen datos

suficientes como para determinar si esta disminucion se debe a la cura parasitologica o a una

disminucién en la carga parasitaria.**

Debido a los diversos efectos secundarios de las drogas disponibles y la inexistencia de un
test para confirmar la eficacia del tratamiento, algunos médicos prefieren no indicar tratamiento
a sus pacientes.”® *° Se necesitan nuevas drogas, mas seguras y con eficacia comprobada
para mejorar el balance entre riesgo y beneficio, de tal manera que el mismo sea administrado

a un mayor nimero de personas.

Estudios in-vitro y en animales sugieren que las drogas que inhiben la sintesis de ergosteroles,
como el posaconazol y el ravuconazol, tienen capacidad de curar animales infectados con T.

cruzi **" Estan en marcha dos ensayos clinicos, uno en fase |l para evaluar la eficacia del

11
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Posaconazol en pacientes crénicamente infectados con T. cruzi (Clinical Trial for the Treatment
of Chronic Chagas Disease with posaconazole and benznidazole; NCT01162967) y otro en
fase | para el ravuconazol.*’
1.7 Patogénesis de la Miocardiopatia Chagasica

El periodo de incubacion luego de la exposicion al parasito a través de la picadura de una
vinchuca infectada con T. cruzi es de entre 1y 2 semanas’, dando lugar a la fase aguda de la
infeccion caracterizada por la replicacion activa del parasito y la deteccion de la parasitemia
por microscopia éptica. (Figura 1). Entre las 4 y 8 semanas posteriores a la infeccion, la
replicacién del parasito es controlada por el sistema inmune, y la parasitemia disminuye a
valores indetectables mediante microscopia. Sin embargo, existe persistencia del parasito
principalmente en el coraz6n y musculo esquelético. La miocardiopatia chagasica se
caracteriza por un proceso inflamatorio crénico que causa dafo a los ventriculos y auriculas,

asi como también a los sistemas de conduccién.?'

La patogénesis de la enfermedad de Chagas, es probablemente la consecuencia de multiples
mecanismos, los cuales pueden incluir, la incapacidad para controlar eficientemente la
infeccion, la generacion de dafio al sistema nervioso autonomo, la exacerbacion de la
respuesta inmune ante el parasito, la infeccidén y lisis de miocardiocitos, la presencia de
autoanticuerpos y las alteraciones en la microvasculatura.?’ Durante afios, se hipotetizé que la
miocardiopatia cronica era la consecuencia de la aparicidbn anticuerpos con reactividad
cruzada, con capacidad de reconocer al tejido cardiaco y que por ende la presencia del
parasito no seria necesaria para la cronificacion de la patologia.*® Los trabajos que aportaron
informacién a favor de esta hipétesis hicieron crecer el escepticismo sobre la eficacia del
tratamiento etiolégico durante la infeccion cronica con T. cruzi, el cual duré hasta fines de la
década del noventa.”® Mas recientemente, ha resurgido la nocién de que la presencia del
parasito es esencial para el desarrollo y la progresiéon de la miocardiopatia de la enfermedad

44, 50, 51

de Chagas.
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La controversia sobre la patogénesis de la enfermedad de Chagas ha tenido lugar debido a la
presencia de un extenso infiltrado inflamatorio con la presencia del parasito raramente
documentada en los cortes histologicos del corazdn de estos pacientes. Diversos estudios han
documentado la escasa presencia de amastigotes en zonas del tejido donde no habia
inflamacioén e interpretaron que todas estas eran evidencias que favorecian la hipétesis de la

/. 52

autoinmunidad. Por otro lado, Bocchi et al. *< observo que la reactivacion de la infeccion con T.

cruzi es la consecuencia mas comun luego del trasplante cardiaco en los individuos infectados.

Higuchi et al. *

mostrd que existe una correlacion entre la presencia de T. cruziy la presencia
de un infiltrado inflamatorio moderado a severo en autopsias de pacientes con enfermedad de
Chagas. Luego, Bellotti et al.>* investigd la presencia de parasitos en los corazones de
pacientes con enfermedad de Chagas y también los observé encontré en baja cantidad pero
en una gran proporcion de los corazones, estableciendo una relacion entre la presencia del
parasito y la severidad de la miocarditis. Existe gran cantidad de evidencia en favor de que la
miocarditis, y su consecuente fibrosis, en los corazones de los pacientes con enfermedad de
Chagas esta asociada a la presencia del pardsito. Sin embargo, al momento no se han

identificado cudles son los mecanismos que relacionan la gran inflamacién, con las arritmias, la

dilatacion del corazén y las alteraciones fisiopatoldgicas de la enfermedad de Chagas.

Berutti et al. estudié secciones atriales del miocardio de pacientes con enfermedad de Chagas,
y observé infiltrado mononuclear en los ganglios nerviosos, cercanos a focos inflamatorios y
observando que las neuronas eran mas pequefas que lo normal, sugiriendo un principio de

atrofia.>®

Durante la década del 1950, Kdberle y colaboradores, comenzaron a estudiar el numero de
neuronas del sistema nervioso simpatico y parasimpatico que enervaban al corazén, en sus
estudios document6 una reduccién mas marcada en los ganglios parasimpaticos que de los
simpaticos lo cual el hipotetizé que los corazones de los chagésicos tendrian estimulacion

simpética predominante.>®

Existen muchos trabajos cientificos que estudian la patogénesis de la enfermedad de Chagas,

muchos de los cuales se focalizan en el rol del sistema inmune en el desarrollo de la misma.
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En estudios realizados por Cossio® y Khoury®® et al., se mostré que inmunoglobulinas séricas
de pacientes enfermos reconocian la envoltura periaxonal de fibras mielinicas y amielinicas de
nervios periféricos del sistema nervioso autbnomo, sugiriendo immunogenicidad en respuesta
a las células de Schwan. Ademas estudios posteriores en modelos murinos, cultivos primarios
y lineas celulares de miocardiocitos demostraron que estas inmunoglobulinas de pacientes
con enfermedad de Chagas, poseian actividad agonista parcial de receptores beta-
adrenérgicos.?® Ese mismo estudio, mostré que los sueros de éstos pacientes no eran capaces
reconocer con alta afinidad el tejido de biopsias humanas, pero si el de tejido de ratas y
ratones con lo cual concluyeron que no serian responsables directos de las alteraciones
cronotipicas que se observan en los pacientes y que fueron descriptas originalmente por
Carlos Chagas.”® Recientemente, Giorgi®®, demostré la presencia de denervacién simpatica
con implicancias funcionales y anatomicas tanto en individuos con miocardiopatia chagésica

como en individuos con infeccidon asintomatica.

La presencia de alteraciones del sistema nervioso autonomo a nivel funcional, fueron por
primera vez descriptas por Carlos Chagas, el cual descubri6 que los pacientes con
enfermedad de Chagas no respondian aumentando el ritmo cardiaco cuando eran tratados con
atropina, un antagonista del receptor muscarinico de acetilcolina. En condiciones fisioldgicas,
el nervio vago aumenta la concentracién de acetilcolina en el nodo sinoauricular (regién del
marcapasos) la cual es captada por los receptores muscarinicos M2 de acetilcolina presentes
en el los miocardiocitos. La denervacion de los plexos vagal y mesentérico podrian inducir un
aumento en el tono simpatico por falta de inhibicion de este sistema auténomo lo que podria

tener un efecto directo en la arritmogénesis, o en la megaviscerogénesis®'.

Interesantemente, otra de las funciones del nervio vago recientemente descriptas, es la de
sensar los niveles de IL-1beta (Interleuquina-1beta) y de FNT-a (Factor de necrosis Tumoral
alfa) en los distintos érganos que inerva, y al detectarlos activar el eje Hipotalamo-Pituitaria-
Adrenal. De esta manera, durante las etapas tempranas de los procesos inflamatorios se
induce la hormona CRF (Factor liberador de Corticotrofina) en el sistema nervioso central, que

induce la secrecion de Corticotrofina por parte de la glandula pituitaria, la cual impacta en la

14



Introducciéon

glandula adrenal aumentando las concentraciones de glucocorticoides endogenos. Este
aumento temporal de glucocorticoides actian regulando el nivel de activacion de la respuesta

inmune innata.®?

La observacion microscopica de nidos de amastigotes en el corazén de pacientes
cronicamente infectados fue dificil desde un comienzo, debido a la escasa cantidad de los
mismos comparado con la extensién del infiltrado inflamatorio. Sin embargo, utilizando
técnicas de inmunohistoquimica y PCR que aumentan la sensibilidad, se encontr6 una la fuerte
relacion entre la presencia de focos inflamatorios y la presencia de ADN y/o antigenos

parasitarios.?> °% 6364

Estos estudios sugieren que a pesar de que el nimero de parasitos en los pacientes
chagasicos crénicos es bajo, el dano potencial que pueden provocar con el transcurso del
tiempo es comparable a las cantidades de parasitos presentes durante la etapa aguda. Esta
hipotesis esta sustentada por dos evidencias previamente mencionadas, el hecho de que los
tratamientos capaces de reducir la carga parasitaria disminuyen la probabilidad de progresion
de la enfermedad *, y que los tratamientos inmunosupresores aumentan la parasitemia y
causan una exacerbacion de la enfermedad.” Esta correlacién es también evidente en
modelos animales con deficiencias genéticas en los cuales una mayor eficacia en la respuesta
inmune antiparasitaria lleva a la disminucién del parasitismo tisular y reduce la severidad de la

enfermedad crénica.®®

A pesar de las evidencias a favor de la teoria de la persistencia parasitaria, no se descarta que
la respuesta inmune hacia antigenos propios demostrada en diversos trabajos participen en el
desarrollo de la enfermedad.? 2% °® Se han postularon varias hipétesis sobre el mecanismo por
el cual el sistema inmune reaccionaria hacia componentes propios, como por ejemplo, el
mimetismo molecular. 2 % © Estas hipétesis sugieren una desconexién entre la infeccién y la
enfermedad de Chagas, considerandolas entidades separadas. Otros autores sugieren que la
autoinmunidad es generada por un efecto de activaciéon colateral y la misma es la que genera

los sintomas de la enfermedad.
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Otros mecanismos propuestos para explicar el desarrollo de la cardiomiopatia chagasica
crénica son los trastornos de la microcirculacion.®® La naturaleza focal de la necrosis
miocitolitica asociada con fibrosis intersticial e infiltrados inflamatorios mononucleares sugieren

que la microvasculatura estaria involucrada en la patogénesis de la enfermedad.®®

Introduccion Parte 2. Agente etiologico de la enfermedad

Entre los protistas Euglenozoarios, se encuentra el orden Kinetoplastida, al cual pertenecen las
especies de parasitos Leishmania sp, Trypanosoma brucei, y el Trypanosoma cruzi (T. cruzi);

todos ellos pertenecientes al género Trypanosoma (Figura 2).

Estos protozoos parasitos se caracterizan por poseer un solo flagelo y una sola mitocondria,
en la cual el genoma mitocondrial contiene gran cantidad de ADN y se encuentra ordenado en
una compleja y compacta red, denominada Kinetoplasto (Figura 2). Trypanosoma cruzi posee
un ciclo de vida complejo que involucra un huésped invertebrado y un huésped vertebrado,

presentando distintas formas del parasito en cada etapa del ciclo (Figura 3 y 4).

Trypano. bruce!

Trypano eruzi

Euglena

Euglenozoa

Figura 2. Arbol filogenético de Trypanosoma cruzi.

El parasito Trypanosoma cruzi estd compuesto en realidad por una diversidad de cepas que se
diferencian en sus caracteristicas bioldgicas, bioquimicas y moleculares. Recientemente, un
comité de expertos llegd a un nuevo consenso respecto a la nomenclatura y las subdivisiones
de T. cruzi clasificandolo en seis Unidades Discretas de Tipificacion (o DTU, del inglés,

1.%% Una UDT es una coleccion de

“Discrete Typing Units”) T. cruzi 1-VI, abreviados Tcl-TcV
stocks de T. cruzi que estan mas estrechamente relacionadas entre si que con otros stocks

cuando son caracterizados con marcadores genéticos, moleculares o inmunoldgicos.®® A pesar
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de las controversias existentes acerca de las relaciones filogenéticas entre las diferentes
subdivisiones de T. cruzi, se han establecido algunos acuerdos generales basados en las
evidencias disponibles en la actualidad: la evolucién de las diferentes UDTs ha sido
basicamente clonal, con algunos intercambios genéticos antiguos y eventos de recombinacion
e hibridacién que han tenido un impacto importante en la generacién de diversidad genética
dentro de este tax6n.*’' Debido a que la patologia mas frecuente en Argentina es la
miocardiopatia dilatada y en este pais se observa presencia de Tcl, Tcll y TcVI se ha
hipotetizado, pero no comprobado, relaciones entre la cepa del parasito y el tipo y frecuencia

de generacién de patologia.

2.1 Hospedadores intermediarios
T. cruzi utiliza como huésped intermediario a una subfamilia de insectos pertenecientes a la
familia Reduviidae del orden Hemiptera identificados por Carlos Chagas y caracterizados
posteriormente.”® ”® Existen unas 130 especies de triatominos en América y mas de 70 han
sido halladas naturalmente infectadas por T. cruzi”* Sin embargo, tan sélo una decena de
especies son de importancia epidemiologica para la transmision de T. cruzi al ser humano.
Triatoma infestans (Klug, 1834), Rhodnius prolixus (Stal, 1859), Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835) y Triatoma dimidiata (Latreille, 1811) son las principales especies
infectadas naturalmente y son importantes vectores del ciclo doméstico del parasito.” "® La
constante vigilancia de la infestacion y la eliminacién de las especies de importancia
epidemioldgica de las casas mediante fumigacion son intervenciones que han tenido éxito en
cuanto a la disminucién drastica del numero de casos agudos observados en América latina
durante las ultimas dos décadas (700.000 casos agudos en 1990 y 41.200 casos agudos en

2007, WHO 2007).

2.2 Formas del parasito
El T. cruzi posee tres formas diferentes durante su ciclo de vida (Figura 2 y Figura 3), las
cuales se pueden diferenciar por las posiciones relativas del flagelo, el kinetoplasto y el nucleo

(Figura 2).
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—El epimastigote, presente en el intestino de los invertebrados infectados, es la forma
replicativa no infectiva con localizacién central, anterior al nacleo del kinetoplasto. El flagelo

emerge del medio del parasito originando una membrana ondulante més corta.

—El tripomastigote, presente en las heces del invertebrado y en la sangre del vertebrado
infectado es la forma infectiva no replicativa. El kinetoplasto se encuentra posterior al nucleo y
el flagelo emerge de la parte posterior del parésito uniéndose la membrana formando una

estructura ondulante.

—El amastigote, presente en el citoplasma de las células infectadas del huésped vertebrado es
la forma replicativa intracelular, no infectiva y no mévil. El kinetoplasto se encuentra cercano al

nucleo y no posee flagelo libre.

Kinetoplasto

Epimastigote

Figura 3. Formas del parasito T. cruzi. Los 3 estadios pueden diferenciarse por la posicién del
Kinetoplasto con respecto al nucleo y la presencia del flagelo. Las flechas gruesas indican la
capacidad replicativa y las delgadas hacia qué forma se diferencian, por ejemplo, el
amastigote puede dar lugar a mas amastigotes y a tripomastigotes.

2.3Infeccion por Trypanosoma cruzi
La infeccion con Trypanosoma cruzi en su hospedador vertebrado conlleva a la repeticién un
ciclo que comprende la replicacion intracitoplasmatica de los amastigotes, la ruptura celular y
la liberacién de tripomastigotes infectivos y la consecuente infeccion de otras células (Figura

4). La infeccién aguda de huéspedes vertebrados inmunocompetentes rara vez es letal, pero
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por otro lado la eliminacién completa del parasito es infrecuente, generando una infeccion

cronica.

En el triatomino En el hombre

Ficadura del triatoming
{pasode los tripomastigotes
metaciclicos en las heces del animal)

e Los tripomastigotes metaciclioos
penertan en las diferentes celulas
alrededor de la plcadura. En su Interlor

ﬁ ;4 se transfroman en amastigotes

Tripomastigotes metaciclicos
en el intestin .ﬂ.

Los
tripomastigotes

pueden Infectar

okras células y se
transforman en
amastigotes Intracelularas
an los nuevos sitlos de Infeccion
Pueden aparecer

los slgnos clinicos

3 partir de este

ciclo Infecclosa

Loz amastigotes

se multiplican por

fision binaria &n las

celulas de los tejldos
Infectados

Multiplicacion en

“el estomago

% Plradura del triatoming
e {Ingestion de

Epimastigote en tripomastigotes)

al estomago

o Loz amastigotes Intracelularas
. se transforman en tripomastigotes,
ﬁ= Iniciode a Infaccion salen de lacelulay despues

% A antran en la circulacion sanguinea
ﬂ— Dlagnastico posible g

Figura 4. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos
son liberados con las heces del insecto vector. Luego de penetrar por una lastimadura de la
piel o a través de las mucosas, los tripomastigotes metaciclicos se adhieren e invaden las
células del huésped. Una vez dentro de la célula, los parasitos escapan de la vacuola
parasitéfora y se replican en el citosol en la forma de amastigotes. Al final del ciclo de
replicacién, los amastigotes se diferencian nuevamente a tripomastigotes, los cuales son
liberados al torrente sanguineo para invadir otras células o para ser tomados por el vector
durante la ingestion de sangre.

2.4 Invasion celular
Si bien el parasito es capaz de infectar todos los tejidos y tipos celulares’” -como se observa
en la etapa aguda- los parasitos sélo persisten en ciertos tejidos, como el tejido muscular (liso,
esquelético y cardiaco), adiposo y nervioso, lo cual conlleva a inflamacion crénica y en algunos

casos al desarrollo de la enfermedad de Chagas.

La invasion de las células de huésped, ademas de ser un mecanismo de evasion del sistema
inmune, es esencial para la supervivencia y la replicacién de T. cruzi en el huésped

vertebrado. Dada la evidencia de que la enfermedad de Chagas crénica se caracteriza por la

19



Introducciéon

persistencia de parasitos en el tejido muscular cardiaco, es de vital importancia entender como
los parasitos invaden estas células no fagociticas. Estudios basados en imagenes de
microscopia electrénica, demostraron que en primer lugar el movimiento mecanico ondulatorio
del tripomastigote le permite invadir la célula target, independientemente de la capacidad de
ésta célula de endocitar o polimerizar actina. Una vez dentro de la célula se aloja
transientemente en la vacuola parasitéfora y mantiene una fuerte interacciéon con la membrana
de la misma. La vacuola que contiene al tripomastigote se fusiona con vesiculas lisosomales

)78, 79

(evento dependiente de Calcio , lo cual le disminuye el pH y luego de entre 20 y 40

minutos, el tripomastigote escapa para quedar libre en el citosol.”

Una vez en el citoplasma de la célula, el tripomastigote se diferencia a la forma replicativa de
T. cruzi presente en el hospedador vertebrado, llamado amastigote. El parasito se reproduce
asexualmente dentro de la misma mediante division binaria, duplicando la cantidad de
parasitos cada 12 horas. Luego de 9 ciclos de division (96 horas aproximadamente) se
producen aproximadamente 192 parasitos, los cuales se diferencian a tripomastigotes

flagelados con capacidad infectiva antes de ser liberados por la lisis de la célula huésped.

2.5.Tropismos
La infeccidn de ratones con cepas de T. cruzi aisladas en distintas regiones de Latinoamérica,
y el estudio sistematico mediante técnicas de histopatologia permiti6 evidenciar que las

distintas cepas poseen “tropismos” tisulares diferentes.®

Aunque la mayoria de los estudios pioneros fueron llevados a cabo en ratones con infeccidn
aguda, los estudios realizados en modelos de infeccién cronica permitieron arribar a las

mismas conclusiones.®'

Sin embargo, la heterogeneidad de marcadores moleculares vy
estudios de RFLP (del inglés “Restriction Fragments Length Polymorphisms”), en un principio
no permiti6 encontrar una fuerte correlacion entre la variabilidad genética de T. cruzi y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas. En 1996, con el uso de una técnica

desarrollada para identificar polimorfismos de secuencia especificos de cada gen (PCR de

primer anico), fue posible de caracterizar los parasitos de T. cruzi directamente desde
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muestras de tejido de pacientes infectados, mediante el uso de marcadores moleculares
especificos de cada cepa. Se han detectado distintas cepas en diferentes érganos del mismo
paciente chagésico, sugiriendo el modelo histotrépico clonal de la enfermedad de Chagas.® En
1999, el analisis de ratones infectados simultdneamente con dos cepas diferentes de T. cruzi,
trajo como resultado un reforzamiento del modelo clonal al mostrar una distribucién diferencial

de los clones en distintos tejidos.®

Se ha demostrado que la cepa de ratén infectada es clave para la determinacién del
histotropismo que posee una cepa de parasito. Asi por ejemplo, la cepa de paréasitos JG tenia
histotropismo cardiaco si era inoculada en ratones BALB/C o DBA2, mientras que las cepa
Col1.7G2 mostraba histotropismo cardiaco si era inoculada en ratones C57BL/6. En un estudio
de Freitas et al. los investigadores utilizaron cepas de raton C57BL/6 expresando un alelo de
CMH-I que esta presente en las cepas BALB/C y DBA pero ausente en C57BL/6, y
demostraron que el histotropismo de estas cepas es dependiente del los alelos del CMH-1 del

hospedador.®®

Utilizando modelos experimentales diversos laboratorios han mostrado que el bagaje genético
del hospedador juega un rol critico durante la resistencia y patogenicidad de la infeccion por T.
cruzi® Uno de los tantos mecanismos del sistema inmune que participa en el ataque contra T.
cruzi es el sistema de proteinas del complemento. Recientemente se ha demostrado que los
individuos infectados que poseen mutaciones en gen de la proteina MASP2 (produciendo
pérdida o disminucion de funcion de la proteasa MASP2), poseen un riesgo aumentado de
desarrollar cardiopatia de Chagas. Las proteinas MASP1 y MASP2 son Serin-proteasas
asociadas a la lectina de unién a Manosa (MBL), la cual es la principal via de activacion del
complemento inducida por T. cruzi (ver mas adelante). Asi entonces de los pacientes
infectados que desarrollaron la enfermedad, una mayor proporcion mostré6 mutaciones en el

gen de MASP2 comparado a los infectados asintomaticos.

De esta manera, tanto en modelos experimentales como en humanos la expresion de
moléculas asociadas a una menor capacidad para controlar la infecciéon conlleva a un aumento

en los sintomas y la progresién de la patologia. Actualmente, el desarrollo de la enfermedad de
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Chagas se piensa como la consecuencia de la interaccion durante un prolongado periodo de
tiempo de dos organismos con alta variabilidad gendmica: el parésito y el hospedador

humano.®

Introduccion Parte 3. Respuesta inmune en la infeccion por
Trypanosoma cruzi

3.1. Respuesta inmune innata
La respuesta inmune adaptativa durante la infeccion con T. cruzi ha sido ampliamente
estudiada, pero la respuesta inmune innata no ha sido estudiada de manera tan intensa. Sin
embargo, antes de que la respuesta inmune adaptativa tenga lugar, el sistema inmune innato
se encarga de controlar la replicacion y la diseminacion del parasito a los distintos tejidos;
ademas de encargarse de activar y regular el perfil de activacién de la respuesta inmune

adaptativa.

Luego de la ruptura de la barrera epitelial, los tripomastigotes se encuentran con el primer
sistema de defensa que posee el organismo, el sistema del complemento. El sistema de
complemento esta presente en vertebrados e invertebrados, y es uno de los sistemas de
defensa mas conservados en la evolucién. Se conforma por un complejo de 30 proteinas, y se
activa mediante distintas vias, siendo las tres principales, la via de las lectinas, la via clasica

(dependiente de anticuerpos) y la via alternativa.

Como se mencion6 previamente, existen ciertos polimorfismos en el gen masp-2 (del inglés
“MBL-Associated Serin Protease-2”) que se encuentran mas frecuentemente en los pacientes
infectados que desarrollan la patologia comparado a los pacientes que cursan de por vida una
infeccion asintomatica.®® Este trabajo genera una asociacién no sélo entre el bagaje genético
del individuo infectado y el desarrollo de la patologia, sino también entre caracteristicas
funcionales alteradas o disminuidas de componentes efectores del sistema inmune y el
desarrollo de la patologia. Por este motivo es esencial entender los mecanismos por los cuales

el sistema inmune controla el parasito. De esta manera conoceremos los posibles mecanismos
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que al estar alterados o disminuidos pueden hacer a un individuo infectado méas propenso a

desarrollar la cardiopatia Chagésica crénica.

Los tripomastigotes tienen la capacidad de activar el complemento por la via de las lectinas,
siendo la Lectina de Uniéon a Manosa (MBL) la que reconoce proteinas glicosiladas con
manosa en la superficie del mismo. Asociadas a la MBL, se encuentran dos Serin-Proteasas,
MASP1 y MASP2, que una vez unidas al sustrato (generalmente en la membrana de bacterias
y protozoos) se encargan de clivar las proteinas C2 y C4. Una vez clivadas C2 y C4 se unen
covalentemente a la membrana para formar la C3 convertasa, encargada de amplificar y
comenzar la fase efectora del sistema de complemento. La proteina MBL es capaz de unirse
al parasito e inducir la activacion del complemento por esta via, sin embargo, el parasito
expresa en su membrana proteinas que retardan el clivaje de C2 por parte de las MASPs.®
Normalmente luego de la fijacién del complemento sobre la membrana de un microorganismo,
se produce el ensamblaje de un poro inductor de citotoxicidad en la membrana llamado MAC
(Membrane Attack Complex). Se ha encontrado que en la membrana del estadio
Tripomastigote de T. cruzi se encuentran proteinas como la Calreticulina, CRIT (inhibidor del
receptor de C2), y T-DAF (Factor acelerador de la inactivacion del complemento), todas
proteinas que impiden que el sistema de complemento se active de manera eficiente.®® &’
Estas proteinas del parasito no se expresan generalmente en el estadio epimastigote, el cual
es mas susceptible a la lisis mediada por el complemento. Las mutaciones en MASP1/2 y otras
evidencias sugieren, que los distintos componentes de la respuesta inmune que favorecen un
eficiente control de la infeccién estdn asociados a una menor progresion a la enfermedad de

Chagas.

Dentro de los factores de virulencia més importantes, se encuentran las transialidasas, un
conjunto de enzimas cuya neutralizacién disminuye la inmunopatologia inducida por la
infeccion con aguda T. cruzi. Interesantemente, existe una relacion entre la atrofia timica
inducida por las transialidasas y el sexo de los ratones infectados.®® De esta manera la primer
respuesta inmune del organismo es evadida de manera parcial, ya que el complemento

opsoniza y produce péptidos quimioatractantes aumentando la eficiencia y la velocidad en que
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se encuentran con el patégeno las células de la inmunidad innata. Posteriormente, cuando
respuesta inmune adaptativa tiene lugar y los linfocitos B comienzan a producir anticuerpos
especificos contra antigenos de los tripomastigotes, el complemento vuelve a tomar un rol
importante. Se ha demostrado que existen en el suero de pacientes crénicamente infectados
anticuerpos liticos contra el parasito que dependen del complemento.?*% Sin embargo, se ha
descripto el fenédmeno de activacion policlonal de linfocitos B en los estadios tempranos de la
infeccion con T. cruzi. A pesar de que el parasito no posee ningun superantigeno especifico
para células T, existe una enzima llamada Prp-b (prolina racemasa b) capaz de producir la
activacion policlonal de linfocitos B inespecificamente.®® De esta manera el parésito podria
evadir transitoriamente la respuesta del sistema de complemento que se activa por las vias
dependiente de lectinas y de anticuerpos (via clasica).?® Si bien existe cierta activacion
policlonal, y esto podria representar un mecanismo de evasion de la respuesta inmune, la
presencia de linfocitos B es una condicidn necesaria para controlar al parasito y no sucumbir
ante la infeccién con T. cruzi, como se ha demostrado en modelos experimentales.* Dicha
resistencia es dependiente de la generacion de anticuerpos especificos contra el parasito. En
distintos modelos y por evidencias en humanos, se ha demostrado que la respuesta inmune
celular, comprometiendo a células T, macrofagos y NKs son las encargadas de controlar la

replicacién del parasito.

En todos los tejidos del organismo, se encuentran células de sistema inmune llamadas
macrofagos y células dendriticas. Estas células poseen en la membrana receptores de
reconocimiento de patrones (RRP) moleculares asociados a patégenos (PAMPs), como por
ejemplo las anclas de GPI presentes en las proteinas de membranas de T. cruzi. Al activarse
el receptor, en presencia de ciertos ligandos, se activa la via de transduccién de senales
intracitoplasmaticas que activan, entre otros, al factor de transcripcion NFkb. Este factor de
transcripcién, se une al promotor e induce la expresién y secrecion de diversas citoquinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-8 e IL-12. El TNF-a secretado por los macréfagos
tisulares, difunde e induce la expresion de P y E-Selectina e Integrinas en las células

endoteliales de las vénulas pos capilares cercanas al sitio de inflamacion. Estas moléculas
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funcionan como anclas que permiten a los neutréfilos y a otras células efectoras, interactuar de
manera estable con el endotelio y extravasarse hacia el tejido inflamado formando asi el
infiltrado inflamatorio. Ademas, la IL-8 y los péptidos generados por la activacion parcial del
complemento son potentes factores quimiotacticos que dirigen a los neutréfilos para

encontrarse con el parasito.

A diferencia de la fase crénica, en la etapa aguda es muy frecuente encontrar neutréfilos. El
parasito es reconocido por los macrofagos tisulares a través de distintos TLRs, induciendo la
expresion y secrecion de TNF-a e IL-8, lo que permite el anclaje, diapédesis y
direccionamiento del neutréfilo hacia el tejido infectado. Sin embargo y a pesar de la presencia
de parasitos, macréfagos y TNF-a en el infiltrado inflamatorio presente en el corazén de
pacientes con enfermedad de Chagas cronica, no se observa presencia de neutréfilos y el

infiltrado es principalmente mononuclear.®

3.2. Etapas de la respuesta inmune adaptativa y memoria inmunoldgica
La activacion y proliferacion de linfocitos T virgenes o la secrecion de moléculas efectoras por
parte de los linfocitos T efectores, se producen luego de la interaccién con el antigeno en las
fases de iniciacién y efectora de la respuesta inmune adaptativa. Péptidos derivados del
patdégeno, que son presentados por las moléculas de histocompatibilidad (CMH) de clase | y I
en la superficie de las células dendriticas son capaces de activar linfocitos T virgenes en
tejidos linfoides secundarios. Existen otras tipos de células presentadoras de antigeno como
los fagocitos mononucleares y los linfocitos B, pero las células dendriticas son las Unicas
denominadas células presentadoras de antigeno profesionales. Las células presentadoras de
antigeno degradan parcialmente proteinas endocitadas o provenientes del citosol (mediante
proteasas lisosomales o el proteasoma, respectivamente) convirtiéendolas en péptidos, los
cuales son expuestos en la superficie celular en asociacion con las CMH | o Il y presentados a

los linfocitos T CD8 y CD4, respectivamente.

La frecuencia de linfocitos T que reconocen un determinado epitope de un antigeno es

generalmente muy baja en los individuos que nunca han sido expuestas al mismo. Durante el
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primer encuentro con el epitope antigénico, los linfocitos especificos se expanden clonalmente,
lo cual resulta en un aumento de la frecuencia de células antigeno especificas. Como se
detallard luego, durante la proliferacién los clones de linfocitos T cambian el perfil de expresion
y adquieren funciones efectoras, las cuales son utilizadas cuando el linfocito efector es
estimulado nuevamente en los tejidos inflamados, lo cual contribuye a la eliminacién del
agente extrafo. Durante la ultima etapa de una infeccién aguda, los linfocitos T efectores
disminuyen su frecuencia (fase de contraccién), recuperando su estado basal de reposo
(homeostasis). En infecciones virales se ha demostrado que la magnitud de la poblacion de
linfocitos T efectores esta directamente relacionada con la carga antigénica. Luego del
encuentro con un antigeno, también se genera una poblacion de linfocitos T de memoria capaz
de montar una respuesta rapida ante un segundo encuentro con el mismo antigeno,

habiéndose propuesto diferentes modelos para explicar su desarrollo.

3.3.Rol de linfocitos T en la respuesta inmune contra T. cruzi
Durante la etapa cronica de la infeccion, los linfocitos T CD4 son indispensables para el control
de la parasitemia. La evidencia proviene de observar que los individuos cronicamente

infectados con T. cruzi que adquieren infeccion con HIV, reactivan la parasitemia.*®

Dado que los ratones deficientes de CMH-II, beta-2-Microglobulina, IFN-y, STAT-1, depletados
de CD4 o CD8 sucumben ante la infeccién, se hace evidente que la presencia de una
respuesta por linfocitos T colaboradores de tipo 1 eficiente es fundamental para controlar la

replicacion del parasito.** %" %

3.3.1. Linfocitos T colaboradores: perfiles funcionales
Durante la etapa de activacién los linfocitos T CD4 pueden diferenciarse a distintos subsets

dependiendo del entorno de citoquinas en las que se produzca el proceso de activacion.

Originalmente, se describieron dos perfiles funcionales a los cuales se los denominé TH1 y
TH2, los cuales montan un sistema de defensa efectivo contra patégenos intracelulares y

parasitos helmintos, respectivamente.
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Bacterias extracelulares Patégenos intracelulares
Hongos Autoinmunidad
Autoinmunidad
IL-21 IFNy
IL-17a IL-2
IL-17f LTa
IL-22 \v\’b (IL-10)
(IL-10) \Q\\"\k :
T-bet/Statd
. P GATA-3/Stat5
ki IL-4
TGFp IL-5
IL-35 IL-13
IL-10 IL-25
Amphiregulin
- IL-10
Tolerancia inmunolégica
Homeostasis linfocitaria Parasitos extracelulares

Regulacion de las respuestas inmunes Alergia y asma

Figura 5. Perfil funcional de linfocitos T colaboradores. En la figura se denotan las funciones a
las que estan asociados cada perfil funcional de linfocitos T colaboradores. Adaptada de Zhu
et al. 2008 *
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Figura 6. Subgrupos de linfocitos T colaboradores y citoquinas que favorecen los distintos
perfiles. En esta figura se muestran los distintos perfiles de secresion de citoquinas
inducidos luego que un linfocito T CD4" virgen reconoce a un péptido presentado por una
célula dendritica en el contexto de una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase 2. El reconocimiento del antigeno, permite la interaccion entre moléculas
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coestimulatorias como CD28 con CD80/86. Los niveles de moléculas coestimulatorias en las
célula dendritica dependera del contexto en el que la célula haya fagocitado el antigeno. Las
citoquinas producidas por las células dendriticas activadas asi como también las citoquinas
producidas por linfocitos T son las que regularan el perfil funcional que se generara luego de
la seleccién clonal, expansion y diferenciacion en células efectoras. El arco a la derecha
marca un momento luego de la expansién clonal en el que las células ya se han diferenciado
hacia un perfil determinado. Luego, el linfocito puede 1) Localizarse en la zona cortico-
medular del ganglio, 2) Migrar a los centros germinales, 3) Emigrar del ganglio linfatico
durante la primera semana después de haber sido activado. El perfil migratorio y el fenotipo
de membrana correlacionan fuertemente y sirven para predecir la localizacion del tipo celular
(Fazilleau et al., 2009'%).

Actualmente se conocen distintos perfiles de linfocitos T colaboradores (TH) y cada perfil de
TH es mas eficiente en la eliminacién de distintos tipos de microorganismos (hongos y
bacterias extracelulares, bacterias y parasitos intracelulares, helmintos y otros parasitos
extracelulares; Figura 5). La eficacia con la cual permiten la erradicacién de un posible
patégeno, radica en la capacidad de interaccionar con diferentes células y moléculas efectoras
del sistema inmune, por ejemplo induce la producciéon de anticuerpos de un isotipo particular
(por ejemplo IgE, la cual activa a eosinéfilos, mastocitos y basoéfilos), o inducir el reclutamiento
de neutrdfilos (IL-17A), inducir a las células del tejido a expresar mas CMH-I (IFN-y) y a los
macréfagos a producir sustancias téxicas como el éxido nitrico (IFN-y y TNF-a). Las funciones
de los linfocitos T colaboradores son multiples, incluyendo, la induccién del cambio de clase de
inmunoglobulinas en las células B y la regulacion de la produccion de células de memoria o
plasmocitos por las células T colaboradoras foliculares. Estas células fueron durante mucho
tiempo confundidas con los linfocitos TH2 ya que estaban asociadas a la produccion de
anticuerpos. Sin embargo, las inmunoglobulinas y el cambio de isotipo de los linfocitos B tienen
lugar gracias a que existen linfocitos T colaborador foliculares que se caracterizan por expresar
BCL-6, CXCR5 (al igual que los linfocitos B activados)'®, PD-1 (regulando la generacion de

plasmocitos)*": ', CD57'% y por secretar de grandes cantidades de IL-21 (Figura 6).'%

Los linfocitos T colaboradores foliculares pueden también presentar distintos perfiles de
secresién de citoquinas e inducir distintos tipos de cambio de isotipo (de IgM/IgD a IgG3, IgG1,
IgA1, 19G2, I9G4, IgE o IgA2) o inclusive los linfocitos T regulatorios naturales FOXP3* pueden

ser en foliculares e inhibir o regular la produccién de anticuerpos (Figura 6).
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El perfil que adquiere un linfocito T CD4 luego de la activacién se caracteriza por un patron de
expresion diferente de receptores, con capacidad de secretar citoquinas particulares, y se
definen por la expresion de un factor de transcripcion que regula multiples genes asociados a
dicho fenotipo y funcién. La activacién de linfocitos T CD4 en presencia de ligandos del
receptor Notch y/o IL-4 se induce la expresion de cMaf y GATA-3, dos factores de transcripcion
que estan presente en linfocitos TH2, que producen citoquinas como IL-5, IL-4, IL-10 e IL-13.
Estas interleuquinas median el reclutamiento de eosindfilos, la proliferacién de linfocitos B, el
cambio de clase a IgE y la inhibicion de otros perfiles de linfocitos T colaborador. La activacion
de linfocitos CD4 virgenes en presencia de IFN-y e IL-12/IL-18, se induce la expresion de T-
bet, un factor de transcripcién maestro de linfocitos TH1 productores de IL-2, TNF-a, IFN-y
(Figura 6 y Figura 7). Las citoquinas secretadas por los TH1, por ejemplo inducen la
proliferacién de linfocitos T CD8 activados, inducen la produccién de 6xido Nitrico por parte de
los macréfagos, induce el cambio de isotipo a IgG1/IgG3 y aumentan los niveles de expresion
de CMH-I1. Por otro lado, la activacion de los linfocitos colaboradores virgenes en presencia de
IL-6 y TGF-beta induce la expresion del factor de transcripcion Ror-yt, el cual caracteriza a los
linfocitos TH17, productores de IL-17, IL-21, IL-22. Estas citoquinas poseen multiples
funciones, dentro de las cuales se destacan el reclutamiento de neutréfilos y la potente
activacion de los linfocitos B, induciendo la proliferacién y el cambio de isotipo. Recientemente
se han caracterizado dos nuevos subgrupos de linfocitos T colaboradores TH22, y TH9.'%* 1%
Por otro lado, la activacién de linfocitos T CD4 en presencia de TGF-beta y acido retinoico
induce la expresion del factor de transcripcién FOXP3 el cual es caracteristico de los linfocitos

T regulatorios, encargados de inhibir la respuesta inmune y mantener la homeostasis.
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- Senal Activadora
~———& Senal Inhibitoria @ $
Figura 7. Induccién de T-bet luego del encuentro entre el IFN-y y su receptor en la membrana

del linfocito T virgen o de memoria. Primero (1), se fosforila STAT-1 (Signal Transduction
and Activator of Transcription-1) el cual funciona como factor de transcripcion del gen de t-
bet (ARNm). T-bet a su vez activa la transcripcién y traduccién del receptor de IL-12. Las
células presentadoras de antigeno producen IL-12, la cual es reconocida por los linfocitos T
activados con mayor sensibilidad, debido a que expresan mayor cantidad de receptor. El IL-
12R unido a IL-12 induce la activacion de STAT-4, el cual actua sobre el promotor de IFN-y
produciendo la secrecidén del mismo. Entonces, las células que estuvieron en contacto con
IFN-y expresan T-bet y luego del encuentro con el antigeno y/o en presencia de I1L-12
secretan IFN-y. Adaptado de Zhu, J. et al.*

Los linfocitos T CD4 son capaces de reconocer macrofagos, células dendriticas y todas
aquellas células que hayan fagocitado y presentado antigenos del T. cruzi en un contexto de
CMH-II. Luego de reconocer el antigeno, los linfocitos T CD4 de memoria especificos secretan
IFN-y, TNF-a e IL-2. Todas las células del organismo poseen receptores para IFN-y y/o TNF-q,
y por ejemplo en las células presentadoras de antigeno, estas citoquinas en conjunto inducen
la produccién de grandes cantidades de sustancias toxicas para el parasito, como por ejemplo
el 6xido nitrico.'® La enzima responsable de la produccién de éxido nitrico es la iINOS
(Sintetasa de Oxido Nitrico inducible), una enzima que se expresa en macréfagos y células
dendriticas en presencia de IFN-y y ligandos de sus RRPs, lo cual induce la produccion de

TNF-a.

Tabla 2. Susceptibilidad del huésped ante la infeccibn con T. cruzi Se asigné + a
susceptibilidad a la infeccién de la cepa C57B/6 cepa salvaje, que es el background genético
de las cepas deficientes analizadas.
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Susceptibilidad del huésped a la infeccién con T. cruzi

Cepa de Raton

Deficiente® (-/-) Susceptibilidad® Ref.
C57BL/6 (Salvaje) + -
TLR-2 (-/-) + 107
TLR-3 (-/-) + L
TLR-4 (--) + 108
TLR-6 (-/-) + 108
TLR-7 (-/-) ++ c
TLR-9 (-/-) ++ 109
TLR-2 (-/-) TLR-4 (-/-) + 107
TLR-2 (-/-) TLR-9 (-/-) ++ 110
3D +++ £
Ticam1 (-/-) + H
Tirap (-/-) + 107
Myd88 (-/-) ++ 107
NOS2 (-/-) ++ 1z
p2m (-/-) ++ 13
CD14 (-1 + 107
IL-12b (-/-) ++ 12
IFN-y (-/-) e+ 112

®Siglas de los genes del raton. Los ratones 3d poseen una for
no funcional del gen UNC93B1 y son deficientes funcionales
TLR3, TLR7 y TLRY; ratones Ticaml—/— son deficientes
funcionales de TLR3 y TLR4; ratones Tirap—/— son deficientes
funcionales de TLR2 y TLR4; ratones Myd88—/— no poseen TLRs
funcionales, salvo por TLR3; ratones Nos2—/— son deficientes en

la Sintasa de Oxido Nitrico inducible; ratorfi@sn—/— son
deficientes en linfocitos T CD8

P a susceptibilidad a la infeccién por T. cruzi se indica por cof
simbolos + a ++++ (de menos a mas susceptible).

°B.C. Caetano and R.T. Gazzinelli, no publicados.

Abreviaciones: 3d, three deficient; Ifn, gen de interferon; IL, ¢
de Interleuquina; Myd88, gen myeloid differentiation primary-
response-88; Nos2, gen de la Sintasa de Oxido Nitrico induci
Ticam (TRIF), gen de TIRdomain-containing adaptor protein
inducing interferor; Tirap (Mal), gen que codifica para
MYD88-adaptor-like protein; Tlr, Receptor Toll-like.

Adaptado de C. Junqueira et al 2011.

Introducciéon

Todas las proteinas mencionadas anteriormente, el IFN-y, la IL-12, el TNF-a, los RRPs y la
iINOS son indispensables para el control de la infeccién ya que ratones deficientes en dichas
moléculas o las moléculas adaptadoras de sus vias de transduccion de sefales (STAT-1,

STAT-4, TRADD y MyD88, respectivamente) sucumben ante la infeccién con T. cruzi. (tabla 2).
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Como se mencioné anteriormente, el T. cruzi es un parasito intracelular intracitoplasmatico, y
asi como los virus, los antigenos del mismo son procesados por el proteasoma y presentados
a los linfocitos T CD8 en el contexto de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo | (CMH-1).""* '** Cuando los linfocitos T CD8 son activados por una
célula infectada tienen la capacidad de secretar citoquinas y proliferar e/o inducir apoptosis en
la célula blanco. La capacidad de ejercer distintas funciones efectoras tanto en los linfocitos T
CD4 como en los linfocitos T CD8 depende del perfil funcional que hayan adquirido (gracias a
las citoquinas presentes al momento de la activacién) y al grado de diferenciacién que tengan
dentro de ese perfil (Figura 8 y 9). Entonces, existen distintos perfiles de linfocitos CD4 (TH1,
TH2, TH3, TH9, TH17, TH22, THF, Treg) y CD8, los cuales poseen distintas capacidades
efectoras dependiendo el microambiente de citoquinas en que fueron activados y al grado de

diferenciacion que tengan en dicho perfil.

3.3.2. Marcadores de diferenciacion de los linfocitos T

El andlisis de nuevos marcadores de superficie de los linfocitos resulta frecuentemente en la
identificacion de un niUmero cada vez mas grande de subpoblaciones, inicialmente postulé que
se encontrarian tantas subpoblaciones de linfocitos T como el nimero de combinaciones de
los marcadores utilizados. Sin embargo, existe una sorprendente superposicion o asociacion
entre la expresion de una gran cantidad de marcadores. Aunque esta superposicién no es
estricta, aparecen perfiles fenotipicos que estan siempre presentes y entre pocas
combinaciones de marcadores se distribuyen la gran mayoria de los linfocitos T (Figuras 8 y

9).

Los linfocitos T CD8" o CD4" con el fenotipo CCR7*CD45RA"CD27*CD28", se las conoce con
el nombre de memoria central, y expresan bajos niveles de CD57 y PD-1 pero altos niveles de
CD127 y de CD62L, y poseen una gran capacidad proliferativa. Por otro lado los linfocitos T
CD8" con el fenotipo CCR7 CD45RA*CD27 CD28°CD57'PD-1*, denominadas células
efectoras totalmente diferenciadas, expresan Perforina A, no tienen capacidad proliferativa y

son altamente susceptibles a la apoptosis. Los marcadores mencionados anteriormente, son
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receptores y moléculas efectoras con diferentes funciones en la célula y un perfil de expresion

determinado se encuentra asociado a un conjunto de propiedades funcionales determinadas.

Principales subgrupos de
linfocitos y los marcadores
fenotipicos que los definen
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Figura 8. Diferenciacion de linfocitos T CD8. Receptores de quemoquinas, de senales
coestimulatorias y moléculas efectoras asociadas a los distintas subpoblaciones y su
relacion con el grado de diferenciacion y longitud de telomeros. *Indica las proteinas que
fueron estudiadas en distintas secciones de este trabajo; en sangre periférica, en el corazén
y/o en los linfocitos especificos contra T. cruzi en pacientes crénicamente infectados.
Adaptado de Appay et al. 2008.

Linfocitos T CD4+

Virgen Con experiencia antigénica
CD27+ CD27+ CD27+ CD27- CD27-
CD28+ CD28+ CD28+ CD28+ CD28-
CCR7+ CCR7+ CCR7- CCR7- CCR7-

CD45RA+ CD45RA- | CD4SRA- |CD45RA-/+ 0845RA+/- Figura 9. Diferenciacion de los linfocitos T
CD57- CDS7- CD57- | cDs7-1+ D57+/- : =
co1iaes  CD11a%0 | cD11am | cD11amen  CO11aM CD4. _Receptqres de quemoquinas, de sefales
coestimulatorias y moléculas efectoras

w asociadas a los distintas subpoblaciones y su

relacion con el grado de diferenciacion y

longitud de telémeros. El rectangulo resalta a

Perf. Perf- Porf- Perf. Porf+ las células de memoria efectora con bajo
GrA- GrA- GrA- GrA+ GrA+ grado de diferenciaciéon. Adaptado de Appay
GrB- GrB- GrB- GrB -/+ GrB+ et al. 2008.

Se ha demostrado que el perfil de expresidon de una gran cantidad de marcadores de las
células de memoria central es muy parecido al fenotipo que poseen los linfocitos T virgenes e
interesantemente, éstas dos subpoblaciones de linfocitos poseen capacidades funcionales
similares. Ambas subpoblaciones poseen gran capacidad proliferativa, y son capaces de
trasvasarse por las vénulas del endotelio alto y recircular por los ganglios linfaticos ya que
expresan CD62L y responden a las quemoquinas CCL19 y CCL21 (ligandos de CCR?7)
producidas por las células dendriticas en los cordones cortico-medulares del ganglio. Las
células dendriticas activadas migran a la zona cortico-medular del ganglio, mientras inducen la
expresion en membrana de altos niveles de CD70, CD80 y CD86. Estas proteinas, son los
ligandos de las moléculas coestimulatorias CD27 y CD28 presentes en las células T de
memoria central y virgenes. Tanto los linfocitos de T de memoria central como los linfocitos T
virgenes expresan el receptor de IL-7 (CD127) y esta citoquina actia sobre estas
subpoblaciones como un factor homeostatico de proliferacion. De esta manera se ha
evidenciado que el fenotipo de los linfocitos es el que determina o esta altamente relacionado

con las capacidades funcionales de los mismos.
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En el otro extremo de la diferenciacion se encuentran los linfocitos T efectores totalmente
diferenciados. Tanto los linfocitos T CD4 como los CD8 efectores totalmente diferenciados, no
son capaces de recibir sefiales coestimulatorias ya que carecen de la expresion de CD27 y
CD28, no proliferan luego de la estimulacién antigénica y no poseen expresién de CD62L ni de
CCR7 (moléculas que dirigen a las células a los ganglios linfaticos). Los linfocitos totalmente
diferenciados en su mayoria expresan CD45RA, Perforina, Granzima B, LIR-1, PD-1 y CD57;

moléculas que median o regulan de alguna manera su funcion citotéxica (Figura 8).

Otro marcador estudiado y fuertemente asociado al fenotipo de los linfocitos es la longitud de
los telomeros. Diversos estudios han reportado que luego de la estimulaciéon antigénica de los
linfocitos T virgenes o de memoria central, los mismos proliferan y cambian radicalmente el
perfil de expresion de genes que les permiten adquirir sus capacidades efectoras (Figura 8 y
Figura 9). Se ha demostrado que durante una infeccién viral aguda, se generan grandes
cantidades de linfocitos T efectores altamente diferenciados los cuales se encargan de inducir

citotoxicidad en las células infectadas.

Cuando la carga antigénica disminuye o el virus es eliminado, se produce la fase de
contraccién del sistema inmune, donde las células efectoras altamente diferenciadas al no
recibir el estimulo del antigeno mueren por apoptosis. Durante este proceso de contraccion, y
por un mecanismo desconocido, permanecen en el organismo un tipo de células con igual
especificidad antigénica que los linfocitos T efectores, pero que no requieren del antigeno
como sefial de sobrevida. Estas células tienen la capacidad de migrar a la médula 6sea y
persistir durante anos, generando células de memoria central que recirculan los ganglios

linfaticos de manera similar a como lo hacen los linfocitos T virgenes.

3.3.3. Envejecimiento y Agotamiento del sistema inmune

En sangre periférica de un individuo adulto sano, se pueden encontrar linfocitos T virgenes, de
memoria central, de memoria efectora, efectores y efectores totalmente diferenciados. Dado
que el repertorio de linfocitos T virgenes se define en su mayoria durante la primer década de
vida, los clones de linfocitos T virgenes presentes en la sangre de individuos ancianos seran

aquellos que nunca hayan encontrado antigeno, y por ende no hayan proliferado
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extensivamente, lo cual evita en que se conviertan en células efectoras 0 de memoria. Se ha
demostrado que individuos que han sido expuestos a una gran cantidad de infecciones vy
principalmente a infecciones crénicas, poseen menor proporcion de los linfocitos T virgenes y
una mayor proporcion de linfocitos T efectores terminalmente diferenciados. En un trabajo de
Kovaiou et. al mostraron que los individuos jévenes sanos adultos poseen mas linfocitos
virgenes que los individuos sanos gerontes y a su vez los jovenes poseen un menor porcentaje
de linfocitos T altamente diferenciados.''® En este trabajo también se muestra que las células T
CD4* altamente diferenciadas expresan perforina, y no poseen capacidad proliferativa.'"
Probablemente el menor porcentaje de linfocitos virgenes en los gerontes, sea debido a que la

historia cumulativa de infecciones de estos individuos es naturalmente mayor que la de

individuos jovenes sanos.

Durante la infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana, citomegalovirus y el virus de
la hepatitis C se ha observado que los pacientes poseen una mayor frecuencia de linfocitos T
efectores altamente diferenciados y una menor proporcién de linfocitos T virgenes.> ' 18
Ademas, los pacientes que son normalmente denominados “no progresores” o “progresores
lentos” ya que no presentan sintomas de la infeccidn, no poseen alterados los niveles de estas
subpoblaciones linfocitarias. En cambio, los pacientes que poseen mas dificultades para
erradicar al patdégeno y presentan signos de la enfermedad, poseen mayores niveles de

linfocitos T efectores y de memoria y menores niveles de linfocitos T virgenes, coincidiendo

con lo observado normalmente en los ancianos.'"®

Esta observacion llevo a diversos autores '

, a proponer la teoria del agotamiento
inmunoldgico. Esta teoria explicaria por qué los pacientes crénicamente infectados poseen
cada vez menor capacidad de controlar la infeccion, por qué los ancianos poseen un sistema
inmune mas vulnerable a infecciones virales, y menos eficiente para generar inmunidad
preventiva con vacunas. Uno de los mecanismos que se ha propuesto y que mediaria el
proceso de agotamiento, seria la “conversion” progresiva de los clones de linfocitos T virgenes

a linfocitos T efectores y una acumulacién cada vez mayor de células T efectoras totalmente

diferenciadas.'®
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3.4 Mecanismos de regulacion negativa de la respuesta inmune

3.4.1. Linfocitos T regulatorios
Los agentes infecciosos deben enfrentarse con la respuesta inmune celular y humoral

proveniente del hospedador. Algunos patégenos presentan un ciclo de vida en el huésped que
dificultan su erradicacién, de esta manera la potente respuesta inmune que debe montarse
contra el agente invasor con el fin de erradicarlo puede producir dafio tisular.'' Existen células
en el sistema inmune cuya funcién es la de inhibir la respuesta inmune innata y adaptativa una
vez que se reduce la carga antigénica, de esta forma se frena la inflamacién, limitdndose el
dano tisular y permitiendo el accionar de los mecanismos homeostaticos de regeneracion del
tejido y cicatrizacién. Durante la erradicacion de patégenos intracelulares como por ejemplo,
los virus, Trypanosoma cruzi y otros, el sistema inmune es capaz de reconocer a la célula
infectada mediante linfocitos T CD8, NK, y CD4, que poseen mecanismos de citotoxicidad para
eliminarla. De esta forma, el sistema inmune evita la generacion de grandes cantidades de
parasitos ya que al matar a la célula infectada impide la replicacién del parasito o virus
intracelular. La respuesta inmune debe estar correctamente regulada para evitar el dafio que
puede originarse como consecuencia de la misma. Se ha descripto la existencia de linfocitos T
regulatorios naturales (Treg) que son generados en el timo y cuya funcion es mantener la
tolerancia hacia antigenos propios y controlar negativamente las respuestas inmunes
patoldgicas y fisiologicas.'® La presencia de dichas células ha sido documentada en diferentes
tipos de tumores e infecciones persistentes'® en los cuales el sistema inmune no produce una
eficiente respuesta celular favoreciendo la persistencia (Tabla 3) parasitaria o la expansion del
tumor.'?® Inicialmente se demostré que dichas células poseen la capacidad de prevenir y curar

enfermedades autoinmunes en modelos experimentales.'*

Los linfocitos T regulatorios naturales expresan constitutivamente altos niveles del factor de
Transcripcién FOXP3 (Forkhead-winged Helix P3).'%"?° Este factor de transcripcion es el que
media la expresion de una gran cantidad de moléculas de membrana que es caracteristica de
esta subpoblacion de linfocitos T CD4. Los linfocitos Treg expresan en la membrana CD25
(subunidad a inducible del IL-2R generando la forma de alta afinidad), CD39, CTLA-4

(antigeno 4 de los linfocitos T citotdxicos), GITR (receptor de la familia del TNF inducible por
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glucocorticoides), Galectina-1, CD45R0O, CCR5, CCR3 y CD103 (Figura 10). Las proteinas de

membrana mencionadas anteriormente, que usualmente se los utiliza como marcadores
fenotipicos, que dirigen a los linfocitos Treg a los sitios de inflamacion y les permiten por
ejemplo, inducir apoptosis en células activadas, en células dendriticas y reducir los niveles de
ATP extracelular (sefal de activacion del la respuesta inmune), ademas de secretar citoquinas

que inhiben la activacién del sistema inmune innato (Figura 10).

Citoquinas
Inhiben proliferacion y produccion de
citoquinas x Teff
Inhiben maduracion y presentacion Ag x DC
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Figura 10. Marcadores y mecanismos de inhibicién mediados por las células Treg. Inhibicion
de la activacion y maduracion de las células dendriticas, induccién de expresion de IDO
(Indolamina-2,3 monooxigenasa) induciendo un aumento en los niveles de kineurinas
(inhibidores de la proliferacion de linfocitos T). Disminucién del ATP extracelular (sefal
proinflamatoria) mediante la ATPasa CD39/CD73, y captacién de altos niveles de IL-2, lo
cual induce la apoptosis en células dependientes de esta citoquina. Induccién de
citotoxicidad a células dendriticas y células TH1 y TH17 mediante perforina y granzima o
Galectina 1.

Los linfocitos Treg son altamente dependientes de IL-2 y CD28 para su generacion en el timo,
proliferacion y sobrevida; los ratones deficientes en el receptor IL-2 (IL-2R) sufren
enfermedades autoinmunes espontaneas. Los linfocitos Treg tienen un fenotipo que se

caracteriza por carecer de expresion del receptor de IL-7 (CD127 o IL-7R) el cual promueve la
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generacion, proliferacién y sobrevida de los linfocitos T virgenes. Tanto el IL-2R como el IL-7R
comparten adaptadores que se unen intracelularmente a ambos receptores y activan la misma
via de transduccion de senales la cual esta asociada induccién de la proliferacién. Cabe
destacar que los linfocitos T recientemente activados poseen expresion de IL-2R de alta
afinidad y por lo tanto no es un marcador Unico de los linfocitos Treg. Como se mencioné
anteriormente existen diversos marcadores que estan presentes en los linfocitos T CD4
regulatorios, sin embargo, se los suele identificar por la expresién constitutiva de FOXP3 y
CD25 o por la combinacion de expresion de IL-2R (CD25) y ausencia de expresion de IL-7R

(CD127) (Figura 10).

Tabla 3. Papel de los linfocitos T regulatorios naturales en enfermedades infecciosas.

Deficiencia de Equilibrio entre Treg y Exceso en el numero o
funcion de Treg células efectoras funcion de Tregs
C Mantenimiento de inmunidad
. Huésped E;rtgdg::ézlon del protectiva. Control de -
Ventajas patog respuestas exacerbadas
para
Microbio - Persistencia y/o transmisién Transmisién
Inhibicién de
. I Mantenimiento de reservorios respuestas
Huésped Dano Tisular X . protectora.
del microbio. L
Reactivacion del
Desventajas microbio.
para
Microbio Er_radlc.amon del ) De§tru00|on del
microbio huésped.

3.4.2. Receptores inhibitorios expresadosn linfocitos T

Existen un gran numero de receptores leucocitarios con funciones de regulaciéon de la
respuesta inmune y la mayoria de los mismos pertenece a una de las dos siguientes familias
de receptores, los ILTs (transcriptos semejantes a inmunoglobulinas) y los KIRs (receptores
semejantes a inmunoglobulinas de células killers). La molécula LIR-1, también llamado
CD85j/ILT2/LILRB1, (perteneciente a la familia ILT, Figura 11) posee cuatro dominios
intracelulares ITIM (motivos inhibitorios del inmunoreceptor, dependientes de tirosina) que
sirven como anclas intracitoplasmaticas para fosfatasas que realizan la transducciéon de

sefales inhibitorias. Esta molécula tiene afinidad por distintas moléculas del HLA
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(especialmente HLA-G, A y B), y también posee una alta afinidad por la proteina del
citomegalovirus UL18."%" " |IR-1 se expresa en altos niveles en todos los monocitos,
macrofagos, células dendriticas y en linfocitos B, en cambio se expresa en niveles intermedios
la mayoria de las células NKs y en una proporcién variable de subpoblaciones de linfocitos T.
32 E| entrecruzamiento de este receptor mediante anticuerpos monoclonales especificos,
produce un efecto dual en la produccion de citoquinas; la producciéon de IL-10 y el TGF-B
cuyas funciones son inhibitorias estd aumentada, mientras que la secrecién de IL-2, IFN-y e IL-
13 resulta disminuida. Inicialmente se demostrd la funcién inhibitoria de LIR-1 "#'% sobre la
secrecién y proliferacion de linfocitos y su potencial rol fisiol6gico en el mantenimiento de la

tolerancia materno-fetal '*® aunque también han sido reportado un papel activador del mismo.

137,138

Las fosfatasas SHP1 y SHP2 (fosfatasas 1 y 2 conteniendo el dominio de homologia a Src) se
unen a los dominios ITIM de CTLA-4 y LIR-1, respectivamente, éstas son las proteinas
encargadas de la transduccién de sefnales inhibitorias que se gatillan luego del encuentro de
CTLA-4 y LIR-1 con sus ligandos (CD80 y HLA-G/A/B, respectivamente). SHP1 y SHP2
desfosforilan proteinas activadas por kinasas, que normalmente transducen sefiales de
receptores activadores, es decir, revierten la actividad de los receptores activadores. En
linfocitos, SHP-2 se asocia a las colas citoplasmaticas de varias proteinas de reconocida
funcién regulatoria, como CTLA-4, PD-1 (muerte programada-1), BTLA (atenuador de linfocitos

By T), KIRs, y CD31 (molécula de adhesion de plaquetas y endotelio, PECAM-1).'%

El receptor de membrana CTLA-4, reconoce los mismos ligandos que el CD28, (CD80 y CD86)
pero contrariamente a dar una senal coestimulatoria, al encontrar su ligando ejerce una
potente accion inhibitoria sobre los linfocitos que la expresan. Se han propuesto una gran
variedad de mecanismos para explicar la inhibicion dependiente de CTLA-4. Los ratones
deficientes en CTLA-4 presentan mdultiples signos de respuestas autoinmunes, poseen
linfoproliferacion espontanea severa, falla multiple de 6rganos y muerte.'*® También se ha
demostrado que los linfocitos T CTLA-4 poseen la capacidad de inhibir la activacion de

linfocitos T deficientes de CTLA-4 y se ha demostrado un mecanismo de inhibicion de CTLA-4
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que es independiente de la expresién intrinseca de éste receptor. CTLA-4 es rapidamente
endocitado y degradado por la via lisosomal, y la deteccién del mismo es esencialmente
intracelular. Se ha demostrado recientemente que mediante CTLA-4, los linfocitos Treg son
capaces de trans-endocitar la molécula CD80 lo cual disminuye en la célula presentadora de
antigeno la capacidad de activar linfocitos T '*', constituyendo una actividad inhibitoria

extrinseca de este receptor de membrana.

IR LIR.2 LIR3 LIRS TIRR 1IRA LIRt: LIR.6h LIRS

1012 14 1LT-5 1er3 1T« 1

MIR.7 MIR.10 HL.9 HMLI8 HNMH3 10H28
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Figura 11. La familia de los transcriptos Semejantes a inmunoglobulinas (Familia ILT/LIR).
Tanto los receptores inhibidores como activadores se muestran en la figura. Los receptores
inhibitorios se caracterizan por poseer ITIMs (en la figura como rectangulos naranjas) en sus
colas citoplasmaticas. (Adaptado de Borges et al. J. immunol. 159:5192, 1997.)
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3.5Alteraciones inespecificas en la infeccion por T. cruzi: Activacion
policlonal e inmunosupresion

Los sintomas de la fase aguda son generalmente poco visibles pero en pacientes
inmunosuprimidos (por ejemplo, trasplantados o individuos con SIDA) asi como en nifios se

puede observar sintomas severos involucrando miocarditis y encefalomielitis.’

Por otro lado, niveles elevados de IFN-y, IL-12, e IL-2 se han descripto en estadios tempranos
de la infeccién.'” Estas citoquinas podrian ser las responsables de la elevada actividad
citolitica y de la secrecién de IFN-y por las células NK en respuesta a la activacion de la
respuesta inmune innata durante las primeras etapas de la infeccion, procesos que se
encuentran relacionados con proteccion. Cabe destacar que los ratones deficientes del
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receptor de IFNs de tipo I, no poseen dificultades para controlar la infeccion y poseen menor
susceptibilidad cuando la infeccién se produce con dosis letales de parasitos, evidenciando un
rol perjudicial de esta via en los casos de alta parasitemia.’** '** Es caracteristico un estadio
de “inmunodepresion” transitorio durante la ultima etapa de la infeccién aguda. Se sospecha
que durante este periodo se produce un ocultamiento del parasito en el huésped y seria el
periodo en el que se establece la infeccién cronica. Durante la infeccién aguda, los linfocitos T
y B tienen una disminuida capacidad de proliferar en respuesta a mitégenos asi como también
a la estimulacién con antigenos heterélogos.'* La falta de respuesta ha sido asociada a una
disminucién en la capacidad de produccién de IL-2, bajos niveles de expresion del receptor de
IL-2, y a la muerte por apoptosis de linfocitos T CD4". Interesantemente todas estas
observaciones pueden explicarse por el gran aumento en el nimero de linfocitos T CD8 y CD4
efectores altamente diferenciados, fendbmeno que se observa al final de la etapa aguda. Los
linfocitos efectores no proliferan luego de la estimulacién antigénica, no producen IL-2 y son
altamente susceptibles a apoptosis. En conclusién, no se conocen los mecanismos que
relacionan la activacion policlonal y la inmunodepresidn con la fisiopatogenia de la enfermedad

de Chagas.

3.6.Respuesta inmune protectiva contra el parasito
Durante la infeccion experimental con T. cruzi, se ha observado que se requieren tanto células
de la respuesta inmune innata como de la adquirida, comprometiendo el accionar combinado
de diferentes tipos celulares, incluyendo NKs '*¢ , CD8* ''> 7 y CD4* '*, asi como también la
presencia de anticuerpos producidos por los linfocitos B ', todos los cuales son esenciales

para no sucumbir ante la infeccion (Figura 12).
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Figura 12. Inmunidad innata y adquirida durante la infecciéon con Trypanosoma cruzi.
Durante el proceso de invasién los macréfagos producen IL-12, TNF-q; las cual induce la
activacion de NKs para producir IFN-y, activando una mayor produccion de moléculas
toxicas efectoras como el ON por los macréfagos; lo cual controla el crecimiento del parasito.
Al mismo tiempo las células dendriticas al fagocitar antigenos del parasito maduran y migran
a los ganglios linfaticos aferentes donde producen IL-12 activando a linfocitos T CD4" hacia
el perfil TH1, CD8" y linfocitos B especificos contra el parasito. Luego de proliferar los
linfocitos TH1 y linfocitos T CD8, migran por sangre hasta los tejidos inflamados donde al
encontrarse con macréfagos y células infectadas producen IFN-y activando a macréfagos
para eliminar amastigotes y tripomastigotes y citotoxicidad hacia células infectadas para
evitar la replicacion del parasito. Las inmunoglobulinas especificas contra el parasito inducen
citotoxicidad mediada por la activacion de la via clasica del complemento. Abreviaturas: IFN,
Interferon; IL, interleuquina; NK, natural killer; Thp, T colaborador virgen; TNF, Tumor
necrosis factor. Adaptado de C. Junqueira et al. 2011.

Eosindfilos, neutréfilos, monocitos, y plaguetas han sido capaces de lisar pardsitos en
presencia de anticuerpos especificos contra los mismos. Los linfocitos T pueden regular la
producciéon de dichos anticuerpos, lisar las células infectadas, o secretar citoquinas que
modulan los distintos mecanismos tripanocidas de las células fagociticas. La activacion de los
macrofagos por TNF-a, IL-1B, IFN-a, IFN-B, IFN-y o GM-CSF, resulta en una inhibiciéon de la
replicacion y/o la muerte del la forma intracelular de T. cruzi en fagocitos y en miocardiocitos

%0 |a citoquina que se ha asociado mas fuertemente a la resistencia es el IFN-y.'%
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Contrariamente, citoquinas como IL-4, IL-10, y TGF- B inhiben los efectos protectores del IFN-y
tanto in vitro como in vivo ."*' En sangre periférica de individuos infectados no se observan
células especificas con capacidad de producir IL-4 (Laucella et al, comunicacién personal). Es
el balance entre las citoquinas pro- y anti- inflamatorias producidas en el corazén por los
distintos tipos celulares alli presentes, las que determinen la eficacia con la cual el sistema

inmune media la eliminacion del parasito.

El rol de las células T regulatorias durante la infeccion humana con T. cruziy su relacion con la
patogenia es controversial ya que existen muy pocos trabajos de investigacion que intentan
medir los niveles de estos linfocitos en pacientes infectados sintomaticos, asintomaticos y
controles no infectados.'"'*® En los modelos experimentales, se ha demostrado que los
linfocitos Treg no impedirian la eliminacion del parasito por el sistema inmune, ya que la
deplecion de los mismos no induce una mayor disminucion de la parasitemia o un perfil de
respuesta distinto hacia la infeccion.”™ En un trabajo de Cavassani et al '’ se encuentran

resultados opuestos a los de Kotner et al '™®

; lo mas probable es que las diferencias
encontradas se deban a que en el trabajo de Kotner et al la deplecidén de las Tregs se realizd
antes de iniciar la infeccion, mientras que en el trabajo de Cavassani et al. se realiz luego de
iniciada la infeccién. La deplecién de células CD25" elimina tanto a linfocitos Treg como a
linfocitos T recientemente activados especificos contra el parasito que también expresan dicho
receptor y por ende es probable que en el trabajo de Cavassani se haya depletado no sélo de
Tregs sino que también de linfocitos T especificos recientemente activados. Algunos autores
han hipotetizado que los individuos con infeccion sintomatica poseen una deficiencia en la
actividad supresora de las células Treg.'™® '™* Esta deficiencia impediria el frenado de la
inflamacién y la activacién de los mecanismos de reparacién del tejido cardiaco y a su vez
permitiendo la activacion de clones de células B y T autorreactivas. Vittelli-Alvear et al. publico
un articulo en el cual muestra que los pacientes en estadio asintomatico de la infeccién poseen
un porcentaje elevado de células CD4*CD25*"" comparado con los pacientes con cardiopatia

severa y controles, no encontrando diferencias entre pacientes con enfermedad de Chagas e

individuos sanos (1,8% vs 2%, respectivamente).'® En un trabajo méas reciente, Araujo-FF et
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al. muestra que los niveles de linfocitos T CD4"CD25™ en individuos sintomaticos y
asintomaticos son muy similares comparado a los de controles no infectados, no mostrando
tampoco diferencias entre los grupos cuando se midieron los niveles de linfocitos T

CD4*CD25"FOXP3*.1%2

En el trabajo de Araujo et al. muestran que al estimular las CMSPs por 18 hs con antigenos de
T. cruzi, aumenta el porcentaje de linfocitos T CD4*CD25"" en los pacientes infectados
sintomaticos y asintomaticos, pero no asi en los controles sanos no infectados.' Sin
embargo, cabe destacar que la caracteristica sobresaliente de las Tregs es que la expresion
de CD25 y FOXP3 es constitutivamente alta, mientras que en células T colaboradoras no
regulatorias en presencia de un estimulo antigénico se puede inducir la expresion de CD25, e

incluso hasta de FOXP3 '*® '° pero dicha expresion es transitoria e inducida, no constitutiva.

3.7 Respuesta celular T en pacientes con enfermedad de Chagas cronica
La magnitud de la respuesta T productora de IFN-y y la relacion con el desarrollo de la
patologia es un tema que ha sido estudiado por diversos autores.'®'® Interesantemente, los
trabajos que comparan los niveles de linfocitos T que contienen IFN-y intracelular en sangre
periférica en ausencia de estimulacion antigénica, suelen encontrar niveles aumentados en
pacientes sintoméaticos comparados a los niveles de asintomaticos.'®'®® En contraste, cuando
se estudia la produccién de dicha citoquina ante el estimulo con el parasito suelen encontrar lo

contrario. 6% 164

Araujo Fuiza et. al. encontré que la frecuencia de linfocitos T CD8"CD45RA™" siendo IFN-y* es
mayor en CMSPs de los pacientes sintomaticos que en los pacientes asintomaticos y controles

no infectados '

, evidenciando probablemente una mayor proporcion de linfocitos T CD8
totalmente diferenciados conteniendo IFN-y intracitoplasmatico en los pacientes con
sintomatologia. En resumen estos dos trabajos muestran una mayor frecuencia de linfocitos T
que contienen IFN-y en la sangre periférica de los individuos infectados y aun mayor en los

pacientes enfermos. ' 1%

45



Introducciéon

3.7.1. Estudios cuantitativos de linfocitos productores de IFNry especificos contra
T. cruzi

Estudios realizados en nuestro laboratorio en los Ultimos afos estuvieron orientados a una
mejor comprensién de la respuesta inmune celular T, y en particular la respuesta de memoria
especifica para el T. cruzi en pacientes cronicamente infectados con T. cruzi. En los grupos de
pacientes estudiados, encontramos una relacién inversa entre la magnitud de la respuesta
celular hacia el parasito y la severidad con la que se manifiestan los sintomas de la
enfermedad. Los resultados de estos estudios demostraron que los pacientes con menor
sintomatologia presentaban mayor numero de linfocitos T CD4" y CD8" de memoria
productores de IFN-y ante el estimulo con un lisado de amastigotes de T. cruzi, comparado
con pacientes del estadio mas severo de la enfermedad.'® El nimero de linfocitos T CD8*
especificos contra T. cruzi, evaluada por ELISPOT para IFN-y usando péptidos derivados de
transialidasas presentados en contexto de la molécula HLA-A2.01 también resulté ser menor

en pacientes con sintomatologia severa en comparacién con pacientes asintomaticos. %% 1%

Respecto a la produccién de IFN-y por parte de linfocitos T en sangre periférica en respuesta a
antigenos del parasito, Gomes et al. mencionan que los pacientes con sintomas cardiacos
poseen una tendencia a producir mas IFN-y cuando se media la produccién de esta citoquina
luego de 6 dias de agregado de antigenos de epimastigotes o tripomastigotes de T. cruzi.'®’
Sin embargo, la utilizacion de tetrdameros de CMH-1, para marcar linfocitos T CD8 especificos
contra péptidos del parasito en el contexto de HLA-A2.01, mostrdé que la frecuencia de los
mismos es baja.''* "% %" Utilizando dicha metodologia, Diez et. al. estudié la frecuencia de
linfocitos T CD8 especificos contra el péptido TLEEFSAKL de la proteina KMP-11 de T. cruzi.
De los 11 pacientes HLA-A2.01" con cardiopatia chagasica estudiados, 2 de ellos presentaron
un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos T CD8 productores de IFN-y cuando las
CMSPs fueron estimuladas con el péptido, comparado a los niveles en el cultivo no
estimulado.'® En un estudio posterior, los mismos autores observaron que las frecuencias de
linfocitos T CD8 especificos, detectados utilizando tetrameros de HLA-A2.01 unidos al péptido

de T. cruzi TLEEFSAKL, en individuos en distintas fases de la infeccion resulté ser siempre
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menor del 0,4%, mientras en los individuos no infectados, el porcentaje de linfocitos T CD8"

tetramero*™ menor que 0,05%.'®’

3.8 Estudios cuantitativos de subpoblaciones de linfocitos T totales en
pacientes con enfermedad de Chagas

En el afio 1996, Dutra WO et al. describieron que los niveles de linfocitos T CD8*'CD28* estan
disminuidos tanto en individuos con infeccién asintomatica como en pacientes sintomaticos,
comparados con los niveles en individuos no infectados.'®® En concordancia con este trabajo,
Albareda et. al mostr6, que el porcentaje de linfocitos T CD8"CD45RA™ con el fenotipo
CD28*CD27*, estan disminuidos significativamente en individuos infectados del estadio GO,
G1, G2, y G3 respecto de los controles no infectados.'® En un estudio similar, Araujo Fiuza et
al. describe una disminucién en los linfocitos T CD4* y CD8" CD45RA*™ que son
principalmente linfocitos T virgenes, en los individuos crénicamente infectados

independientemente del estadio clinico.

Asimismo, la severidad de la enfermedad se asocié con una mayor frecuencia de linfocitos T

CD8" de memoria totales altamente diferenciados, CD27"CD28", una disminucién en el pool de

linfocitos T CD8" virgenes y un aumento de la poblacion de linfocitos T efectores.

Como se muestra en la Figura 13, diversos trabajos muestran una disminucién de los linfocitos
T virgenes, y un aumento en los niveles de linfocitos efectores altamente diferenciados CD28".
En conjunto, estas evidencias sugieren que durante la infeccidn crénica por T. cruzi en algunos
pacientes se podria inducir generar un agotamiento del sistema inmune el cual podria estar

relacionado al progreso de la enfermedad.

Menezes et. al estudié los niveles de la poblacién de linfocitos T CD8*CD28" totales de sangre
periférica y encontré que ademas de estar disminuida'®, los individuos infectados del grupo
GO0, G1 y G2-G3, poseen una elevada frecuencia de linfocitos T CD8*CD28" expresando el
receptor de antigenos TCRVb3.1* comparado con controles no infectados.'® Estos resultados
demostraron que la infeccion con T. cruzi altera la frecuencia de clones de linfocitos T

CD8*CD28" aumentando la proporcién de linfocitos que poseen receptores de antigenos de un
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tipo determinado. En concordancia, Laucella et al. y Albareda et al. mostraron que la mayoria

de los linfocitos T productores de IFN-y especificos, tanto CD4 como CD8 expresan CD28 y

CD27, con ausencia de expresion de CD57.'64 169
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Figura 13. Niveles de subpoblaciones de linfocitos T totales alteradas en pacientes
cronicamente infectados con T. cruzi. * Los niveles fueron medidos en sangre periférica y
como medida porcentual del total de la poblacion remarcada a la derecha.

Laucella et al. observo que la expresion de CCR7 es muy baja en los linfocitos T especificos

contra T. cruzi.'”

Luego de la estimulacion de CMSPs con antigenos de T. cruzi
aproximadamente la mitad de las células T CD4" de memoria especificos expresan CD25,

CTLA-4 e IFN-y (Arguello et al. datos no publicados).

En el trabajo de Araujo Fuiza et al. los linfocitos T de memoria especificos productores de IFN-

y contra antigenos del parasito, muestran el fenotipo CD4*CD45RO*!.'63

Tanto en los linfocitos T CD4 como de los linfocitos T CD8 especificos contra antigenos del
parasito, el fenotipo es de células de memoria efectora con bajo grado de diferenciacion. Los
linfocitos T totalmente diferenciados expresan no expresan CD28, y expresan Perforina A y
CD57. Interesantemente, en los modelos experimentales se demostr6 que los ratones

A94, 171

deficientes en Perforina , N0 poseen mayor susceptibilidad a la infeccién con T. cruzi, en
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contraste con los ratones deficientes en CD28 que son altamente susceptibles y sucumben

ante la infeccion.'”?

En resumen, existen diversas fuentes que coinciden en que la infeccién crénica por el T. cruzi
genera una respuesta de memoria celular T de productora de IFN-y poco diferenciada tanto en
individuos asintoméaticos como sintométicos.'?? 163165 169.170 | 55 niveles linfocitos T naive estan
disminuidos en individuos infectados, lo cual se observa mas marcadamente en individuos que
presentan sintomas cardiacos de la enfermedad de Chagas.'®'®* '®® Dado que el camino de
diferenciacién de los linfocitos es irreversible en la gran mayoria de los casos, los linfocitos
especificos (con bajo grado de diferenciacion) deben provenir de linfocitos T con un menor
grado de diferenciacién; es decir, de linfocitos T virgenes o de memoria central. Se ha
postulado que la estimulacion antigénica de linfocitos T virgenes durante décadas de infeccién
podria conducir a un agotamiento o delecién de los clones de linfocitos T capaces de
reconocer antigenos del parasito con alta eficiencia. La disminucion de la respuesta celular
contra el parasito podria afectar la capacidad del sistema inmune para controlar eficientemente
la replicacion del parésito, lo cual induciria a una mayor carga antigénica en el corazon,
induciendo mayor inflamacién, dafo tisular y fibrosis, resultando en un aumento en la

probabilidad de la aparicion de los sintomas de la enfermedad de Chagas.

3.9 Linfocitos reclutados al corazon vy el rol de las quemoquinas
Las quimioquinas juegan un rol importante durante la activacion de linfocitos T, la
coestimulacion y la diferenciacion durante la respuesta inmune innata y adquirida.'® 4" Los
macréfagos humanos y murinos, asi como los miocardiocitos producen CCL2, CCL3 y CCL5
luego de la infeccion con T. cruziy responden a dichas quemoquinas induciendo por ejemplo,
la enzima iINOS."®""® Los miocardiocitos infectados con T. cruzi aumentan la secresion de

CCL2, mientras que para producir las quimioquinas CCL5 y CCL3 es necesaria la presencia de

IFN-y y TNF-a, respectivamente.'”

La quemoquina CCL2, puede ser producida por diferentes tejidos, pero su secresion es

inducida principalmente en células musculares cardiacas y de musculo liso del intestino. Esta
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citoquina induce la movilizacion de células dendriticas, linfocitos T de memoria y monocitos a
los sitio de inflamacién, pero no induce el reclutamiento de neutrofilos y eosindéfilos. Durante la
infeccion experimental con T. cruzi esta quemoquina es fundamental para el control de la
infeccion, ya que media el reclutamiento de linfocitos T CD8 hacia los miocardiocitos

infectados haciendo més eficiente el control de la replicacion del parasito.'®

Los pacientes con enfermedad de Chagas poseen un infiltrado inflamatorio compuesto
principalmente por células mononucleares, conteniendo linfocitos T CD8, CD4, linfocitos B y

macréfagos.®® 181182

En el ano 1993, Reis et al. muestran que la expresiéon de HLA-A/B/C es indetectable en el
miocardio de pacientes asintomaticos y controles; mientras que los pacientes con infeccién
sintomatica y miocarditis (>50 leucocitos por campo) 6 de los 7 pacientes estudiados
presentaba expresién. El estudio de Reis et al. muestra que se encuentra expresion de E-
Selectina y HLA-DR en el endotelio de vasos pequefios y grandes de pacientes con
miocardiopatia pero no en el corazon de pacientes asintomaticos y controles. La presencia de
moléculas de adhesion y de moléculas presentadoras de antigeno, podrian inducir la
activacion de linfocitos T en el caso de que se encuentre presencia del antigeno. En un trabajo
posterior Reis et al. estudié la expresion de CD3, CD4, CD8, CD20, CD68, CD45R0O, CD57,
TNF-a, y Granzima A, mostrando que la mayoria de los linfocitos infiltrantes eran CD45RO* y
CD3*. Ademas observan que la frecuencia de linfocitos CD57* es menor al 7% siendo los
linfocitos B CD20" con frecuencia similar a los macroéfagos CD68". La ausencia de células
CD57" y la presencia de células con expresion de TNF-a, sugiere la presencia de linfocitos T
activados, pero no de linfocitos T totalmente diferenciados ni NKs en la myocarditis de la
enfermedad de Chagas. Por otro lado la expresion de granzima se incrementa durante los
estadios tempranos de activacion y diferenciacion del linfocito T CD8, antes que la induccién
de Perforina A, CD57, PD-1, CD45RA (Figura 8). Las citoquinas presentes en los linfocitos en
el corazdn de pacientes con enfermedad de Chagas, sugieren que los mismos tendrian un
perfil proinflamatorio, debido a la presencia algunos linfocitos con tincién positiva para TNF-a.

Recientemente se ha sugerido la presencia de células T CD4*CD8" (doble positivas) en el
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corazén de pacientes con miocarditis de la enfermedad de Chagas.'® Los linfocitos T
CD4*CD8" presentes en sangre periférica son linfocitos T CD4" efectores que expresan CD57

y pueden expresar Perforina A y otras moléculas citotéxicas.'®

Aspectos generales relacionados con los objetivos de la tesis

Es evidente la falta de mejores drogas para tratar a individuos cronicamente infectados, y para
ello es necesario el desarrollo de marcadores diagnosticos sensibles capaces de evidenciar la

eficacia eventual de una nueva droga.

Se ha descripto que la capacidad de producir citoquinas protectoras entre individuos infectados
asintomaticos y sintomaticos es diferente, sin embargo no esta claro cuales podrian ser los

mecanismos que regulan la produccion de las mismas.

Actualmente se sabe que existen distintos perfiles funcionales de linfocitos T, con capacidades
de eliminar ciertos tipos de patégenos, y recientemente se han descubierto marcadores
fenotipicos para diferenciarlos. No se conoce cual es el perfil fenotipico de los linfocitos T CD4
y CD8 que infiltran el corazon, desconociéndose también si el perfil de los mismos cambia en

relacion a la presencia o ausencia del parasito.

Objetivos generales

El objetivo general de este trabajo de tesis es examinar los posibles mecanismos
inmunologicos responsables de los bajos niveles de respuesta inmune celular observada en
las formas severas de la enfermedad. Para ello, se evaluaran distintos parametros de la
respuesta celular T en sangre periférica y estudiaremos el perfil y la respuesta inflamatoria en
el corazén de pacientes con enfermedad de Chagas cronica. Conocer los mecanismos
inmunoldgicos que operan en el curso de la infeccion humana por T. cruzi serian de utilidad,
no sélo para establecer la base inmunoldgica del desarrollo de la patologia chagasica, sino
también para identificar pacientes candidatos para tratamiento especifico. Nuestro objetivo

maximo es identificar parametros inmunolégicos que puedan ser utilizados como marcadores
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de éxito terapéutico durante el tratamiento especifico o, para predecir la progresion de la

enfermedad.

Objetivos especificos

e Determinar la expresién de receptores inhibitorios en linfocitos T totales y especificos
para Trypanosoma cruzi en muestras de células mononucleares periféricas de
pacientes infectados con compromiso cardiaco severo y en pacientes que nunca
desarrollan la enfermedad.

e Evaluar la capacidad funcional de los receptores inhibitorios en pacientes cronicamente
infectados con T. cruzi.

e Evaluar la utilidad de los receptores inhibitorios como moléculas indicadoras de
respuesta al tratamiento etidlogico.

e Realizar un analisis fenotipico y funcional de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+y
T CD8: que componen el infiltrado mononuclear intramiocardico de pacientes
cronicamente infectados, y estudiar su relacién con los niveles observados de estas
subpoblaciones celulares T en sangre periférica.
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Materiales y Métodos

Seleccion de la poblacién estudiada

La poblacién de pacientes adultos fueron seleccionados entre aquellos que concurren a la
Seccion de Chagas del Hospital Interzonal de Agudos "Eva Per6on" San Martin, Provincia de
Buenos Aires. La reactividad hacia el T. cruzi se evalué mediante las técnicas de
inmunofluorescencia indirecta (Inmunofluor Chagas, Biocientifica S.A.), hemaglutinacion
indirecta y ELISA, considerando positivo a aquel suero reactivo por al menos dos de las tres
técnicas empleadas. Los pacientes seropositivos estudiados fueron evaluados clinica y
cardiol6gicamente, incluyendo radiografia de térax, electrocardiograma y ecocardiograma, con
el fin de determinar el estadio clinico de los mismos y agruparlos de acuerdo a la clasificacién

de Kuschnir."® Dicha clasificacién consiste en agrupar a los pacientes crénicos en 4 grupos:

Grupo 0 (GO): presentan serologia positiva, electrocardiograma (ECG) normal, relacion
cardio/toraxica normal (RCT<0.5) y no manifiestan sintomas cardiacos (son infectados

asintomaticos).

Grupo | (G1): serologia positiva, ECG anormal (Alteraciones electrocardiogréficas, arritmias,

etc) y RCT normal.

Grupo Il (G2): serologia positiva, ECG anormal, RCT anormal (>0.5, cardiomegalia) y sin

evidencia clinica o radioldgica de insuficiencia cardiaca.
Grupo Il (G3): igual que el grupo Il pero con evidencia clinica de insuficiencia cardiaca.

Como controles se incluyeron voluntarios serolégicamente negativos nacidos en zonas no
endémicas e individuos provenientes de zonas endémicas para la infeccién por T. cruzi (SN

no-E y SN E, respectivamente) pero que residen en Buenos Aires hace mas de 10 afios.

Se excluyeron del estudio a aquellos pacientes chagésicos e individuos no infectados con

antecedentes de hipertension arterial, enfermedad cardiaca vascular, isquémica o congénita,
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cancer, infeccién por VIH, sifilis, diabetes, artritis o alergia. El protocolo del estudio fue
aprobado por el Comité de Etica del Hospital “Eva Perén”. Tanto la participacién de los
pacientes como la de los controles no infectados, qued6é documentada mediante la firma de un

consentimiento informado.

Pacientes crénicamente infectados con T. cruzi (n=87) de edad entre 35 y 68 anos fueron
reclutados en la seccién de “Enfermedad de Chagas” del Hospital Interzonal General de
Agudos "Eva Perén", Buenos Aires, Argentina. Los individuos cronicamente infectados fueron
evaluados clinicamente y agrupados de acuerdo al criterio de clasificacion de Kuschnir
(mencionado anteriormente). Grupo 0 (GO, n =48; media de edad= 50 afos, rango= 35-67
anos), grupo 1 (G1, n =10; media de edad= 48 anos, rango= 36-56 anos); grupo 2 (G2, n =12;
media de edad= 51 afnos, rango= 42-64 anos) y grupo 3 (G3, n =17; media de edad= 55 anos,
rango= 46-68 anos). Dieciocho pacientes del grupo 0 fueron tratados con benznidazol, como
se describié anteriormente, y fueron seguidos por un periodo de 1 a 5 anos. Entre los grupos
control se incluy6é un grupo de individuos seronegativos de zona no endémica (SN no-E, n=13;
media de edad= 47 afos, rango= 41-55 afos) y otro grupo de individuos seronegativos de
zona endémica (SN E, n=7; media de edad= 49 afos, rango= 39-58 anos). La media de edad
no presentd diferencias significativas entre los grupos evaluados. Se realiz6 inmunohistologia
(como se detalla adelante) con los corazones de pacientes sometidos a trasplante cardiaco,
tanto de individuos infectados con T. cruzi pertenecientes al grupo G3 (ver clasificacion
Kuschnir), como de pacientes con miocardiopatia dilatada idiopatica y de pacientes con
Miocarditis de Células Gigantes (MCQG). Este protocolo fue aprobado por el comité institucional
de la Universidad de Georgia y del Hospital “Eva Perdén”. Los pacientes fueron informados y
firmaron un consentimiento previo a la inclusion en el estudio. Todos los individuos infectados

con estudiados residen en Buenos Aires (zona no-endémica) hace mas de 10 afos.

Tratamiento de los pacientes cronicamente infectados con benznidazol

El tratamiento etioldgico para la infeccion con T. cruzi fue administrado y controlado por
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meédicos cardiélogos de la seccion “Enfermedad de Chagas” del Hospital Interzonal General de

Agudos “Eva Perén” de San Martin, Provincia de Buenos Aires.

Se administraron 5 mg/kg/dia de benznidazol por via oral durante 30 dias, tras un periodo de
adaptacion de 7 dias en los que la droga se administrd en dosis crecientes hasta alcanzar la

dosis deseada (Viotti R y col., 1994 y 2006).

Se realiz6 una evaluacién seroldgica, inmunoldgica y clinica al ingreso y a los 2, 6, 12, 24, 36 y
48 meses después de la admision de los pacientes al estudio. Estudios de laboratorio de
rutina, incluyendo conteo de glébulos rojos y leucocitos, hematocrito, tasa de sedimentacién de
eritrocitos, bilirrubina, creatina, aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa, orina

completa y ergometria, se realizaron antes y a los 12 meses luego del tratamiento.

Pacientes analizados mediante técnicas de histopatologia cardiaca.

Ocho pacientes chagasicos (G3, n= 8, 4 hombres; media de edad + DE= 51,4 + 7,3 afos;
rango de 42 a 61 anos) fueron ingresados en el Hospital Universitario Fundacion Favaloro en
Buenos Aires, Argentina, durante el periodo 1998-2008 para someterse a trasplante cardiaco
ortotdpico. El diagnostico de la infeccion por T. cruzi se basé en la demostracion de
anticuerpos anti-T. cruzi por la reactividad en al menos 2 de 3 pruebas seroldgicas estandar
(ELISA, prueba de hemaglutinacion indirecta, y la prueba de inmunofluorescencia indirecta). La
determinacion de la miocardiopatia de la enfermedad de Chagas se basé en los hallazgos
clinicos y electrocardiograficos. Los pacientes tenian en fase terminal de la enfermedad de
Chagas. Todos los pacientes se encontraban en clase Il y IV de la clasificaciéon de la New
York Heart Association. Los estudios ecocardiograficos revelaron moderada a intensa
dilatacién de las cavidades: el diametro telediastolico medio del ventriculo izquierdo fue 67,0 +
9,8 mm (valor normal= 35-57 mm). La media de la fraccion de eyeccion ventricular izquierda,
determinada por ventriculografia isotépica, fue del 21,0% * 9,8% (valor normal= 60-75%). Las
caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes chagdasicos se muestran en la Tabla
4. Corazones de los pacientes con miocardiopatia dilatada idiopatica (n = 1) y MCG (n = 2,

pacientes A y B, Tabla 4) fueron incluidos como controles. Los tejidos utilizados provienen del
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Banco de Tejidos del Laboratorio de Anatomia Patoldogica de la Fundacion Favaloro; como
controles positivos para la tincién de HLA-G y demas marcadores (tabla 4 y 5), se utilizé tejido
de placenta humana (n=1), y de ganglios linfaticos (n=3), respectivamente.
Este estudio cumplié con todos los principios expresados en la Declaracién de Helsinki. Fue
aprobada por las juntas de revisién de las instituciones participantes, y el consentimiento
informado por escrito se obtuvo de los pacientes o de una persona a cargo.
Los pacientes con enfermedad de Chagas en estadio terminal incluidos en este estudio no
recibieron farmacos inmunosupresores, terapia con benznidazol, ni terapia profilactica pre-

trasplante (tabla 4).

Tabla 4. Datos demogréficos y clinicos de los pacientes transplantados de los cuales el
corazon fue analizado.

Paciente Género Edad Etiologia NYHA LVEDD LVEF Estado Peso Miocarditis

CF Cardiaco

1 M 42 MCC v 63 15 1 410 Severa, difuse

2 F 48 MCC v 72 33 0 420 Severa, difuse

3 M 45 MCC 1] 75 13 1 495 Severa, difuse

4 M 46 MCC 1] 77 14 1 460 Severa, difuse

5 M 59 MCC 1] 65 21 1 460 Moderada,
difusa

6 F 51 MCC v 47 26 1 555 leve, focal

7 F 61 MCC 1] 61 14 0 335 leve, focal

8 F 59 MCC v 76 18 0 465 leve, focal

A M 28 MCG v emerg 395 Células
gigantes

B M 47 MCG v 61 emerg 355 Células
gigantes

C M 46 MCD v 78 30 emerg 510 Ausente

Idiopética

Andlisis de los explantes cardiacos.

Ocho corazones explantados se pesaron (peso, 456,3 + 102,6 g) y se fijaron durante 72 h en el
10% tampdn fosfato-formaldehido. Después de la fijacidn, las secciones transmurales de toda
la circunferencia del ventriculo izquierdo y derecho en un plano equidistante desde la base
hasta el apice se recogieron y fueron embebidos en parafina. Una seccion de 5 mm de
espesor de cada region fueron tefidas con hematoxilina y eosina o tricromico de Masson.

El tabique interventricular de cada corazon fue seleccionado para el andlisis por
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inmunohistoquimica. Deteccion molecular de T. cruzi en las secciones de tejido mismos
interventricular por PCR fue previamente realizada.®® La presencia de T. cruzi fue analizado
por la observacion directa de amastigotes. El diagnéstico de la miocarditis se defini6 de
acuerdo al criterio de Dallas. El porcentaje de fibrosis fue semicuantificado como leve (<10%),

moderada (10% -20%) y severa (> 20%).

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP).

Las células mononucleares periféricas (CMSP) fueron obtenidas a partir 50 ml de sangre
periférica de pacientes y controles, extraidas del antebrazo mediante sistema de coleccion al
vacio “Vacutainer”, utilizando tubos conteniendo heparina (Vacutainer, Becton-Dickinson, San
José, CA, USA). A partir de sangre diluida 1:2 con medio RPM1 1640 y sobre un “colchén” de
Ficoll-Hypaque (ICN, Ohio, OH, USA), las CMSP fueron separadas de granulocitos y glébulos
rojos por densidad mediante centrifugacién durante 25 minutos a 1800 rpm. Luego se tomo el
halo presente en la interfase entre el Ficoll-Hypaque y el sobrenadante, conteniendo las
CMSP, y luego fue resuspendido en medio RPMI 1640 (Mediatech, Herndon, VA, USA)
suplementado con 20 mmol/l HEPES, 2 mmol/l L-glutation, 1 mmol/l piruvato, 0.1 mmol/l amino
acidos no esenciales, 50 U de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina y 50 umol/l de 2-
mercaptoetanol. Luego, el halo aislado fue diluido con el mismo medio y se realizaron dos
lavados de 10 minutos cada uno en RPMI mediante centrifugacion a 1500 rpm. Finalmente, las
CMSP se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero
fetal bovino inactivado (RPMI completo; SFB; Hyclone Laboratories, Logan, UT, USA) y fueron
criopreservadas en nitrogeno liquido. La criopreservacion se realizé utilizdandose medio RPMI

1640 conteniendo 10% de DMSO y 45% de suero fetal bovino.

Obtencion de lisado derivado de amastigotes del T. cruzi.

Tripomastigotes de la cepa Brasil fueron utilizados para infectar células VERO (Linea celular
epitelial de mono verde) cultivadas en medio RPMI 1640 completo (Mediatech, Herndon, VA,
USA) suplementado con 10% de SFB (Natocor, Villa Carlos Paz, Cérdoba, Argentina). Se

realiz6 control diario de los cultivos celulares para evitar todo tipo de contaminacién. Luego de
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la infeccidn inicial de las células VERO, se esperaron 2 ciclos de infeccion (192 horas) y a
partir del octavo dia los tripomastigotes extracelulares fueron extraidos del cultivo mediante
centrifugacion a 200g. De esta manera fuero separadas las células muertas en suspension de
los tripomastigotes presentes en los sobrenadantes del cultivo. Luego se centrifugd el
sobrenadante a 600g durante 15 minutos y se lavé dos veces con PBS el sedimento
conteniendo a los tripomastigotes. Los tripomastigotes obtenidos de los cultivos de células
VERO fueron cultivados durante 12hs en medio Dulbecco-MEM a pH 5 para inducir la

transformacién de tripomastigotes a amastigotes.

La fraccion soluble de un lisado derivado de amastigotes del T. cruzi se obtuvo mediante 3
ciclos de congelacion/descongelacién seguidos por sonicacién. Los amastigotes inducidos,
fueron lavados y luego se repitié cuatro veces un ciclo de congelacion/descongelacion a -70°C,
seguido finalmente por sonicacién. Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 12000g
colectandose el sobrenadante. El mismo fue esterilizado y se le determiné la concentracion de

proteinas por el método de Bradford.

Determinacion de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas se utilizé un micrométodo adaptado de la
técnica descripta por Bradford en 1976. A 10 ul de cada muestra se le agregaron 200 ul del
reactivo de Bradford y se midi6 la densidad optica (DO) a 595 nm en un espectrofotometro.
Las muestras se analizaron por duplicado y se utilizaron patrones de albumina sérica bovina
para la construccion de una curva de calibracion, en base a la cual se determind la

concentracion proteica de las muestras de lisado del parasito.

Determinacion de la presencia de PMAPs en el lisado de amastigotes de T.
cruzi

Las células reporteras RAW-Blue™ se usaron para comparar los niveles de ligandos de RRPs,
es decir, ligandos de TLRs, RIG-I, MDA-5, y NOD2 que podrian estar presentes en el lisado de
amastigotes de T. cruzi. Las células RAW-Blue™ expresan RIG-I, MDA-5, NOD1, NOD2 y

todos los TLRs menos TLR5; aunque la expresion de TLR3 y NOD1 es muy baja. La presencia
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de agonistas de los RRPs en el sobrenadante del cultivo, induce en estas células la activacién
de NF-kB y AP-1. A su vez estos factores de transcripcién activan fuertemente la transcripcion
y traduccion de la enzima “Fosfatasa Alcalina Sérica Embrionaria” (SEAP), la cual es liberada
al sobrenadante de cultivo. Los niveles de expresién de esa enzima pueden ser monitoreada
facilmente utilizando el sustrato de la enzima SEAP denominado QUANTI-Blue™. De esta
manera, medimos la actividad de la enzima inducida luego de cultivar células RAW-Blue con
distintas concentraciones de LPS y con la misma concentracion de proteinas lisado de
amastigotes utilizada en los ensayos de estimulacion de células mononucleares de sangre
periférica (Figura 6A). Se realizd una curva estandar cultivando las células con
concentraciones conocidas de LPS (utilizando un rango de concentraciones entre 1 y 1x107°
pug/ml) y el nivel de agonistas de PRRs en el lisado de amastigotes fue expresado en

equivalentes de LPS (ug/ml).

Ensayos de ELISPOT

La frecuencia de linfocitos T productores de IFN-y especificos para T. cruzi se determiné por la
técnica de ELISPOT. Se utilizaron microplacas de 96 pocillos con fondo de nitrocelulosa
estériles en las que se uni6é a la membrana de la base un anticuerpo monoclonal anti-IFN-y
humano (BD) durante 20hs a 4°C. Posteriormente, se sembraron 4x10° CMSP/pocillo, por
duplicado y se estimularon con 10 ug/ml del lisado de amastigotes, con medio de cultivo
(produccién de IFN-y basal), y con PMA-lonomicina (control positivo= estimulacion
inespecifica) por 16 hs a 37°C con 5% CO,. Las CMSP fueron removidas con 3 lavados, y se
agregé un anticuerpo anti-IFN-y humano biotinilado por 2 horas a temperatura ambiente. La
presencia de IFN-y se revelé utilizando estreptavidina-peroxidasa seguido por amino-etil-
carbazol (Sigma) como sustrato. Los “spots”, representando cada uno una célula productora
de IFN-y se contaron con un lector de ELISPOT (CTL, USA). El nimero de linfocitos T
productores de IFN-y especificos para T. cruzi se obtuvo restando el numero de “spots”
producidos con el medio solo al nimero de “spots” producidos mediante la estimulacién con el

lisado.
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Ensayo de ELISFOT-IFN-y con entrecruzamiento y bloqueo de CTLA-4 y
LIR- 1.

Se determindé mediante ELISPOT (ELISPOT Human IFN-y Set; BD, USA) con CMSP (ex-vivo)
el numero de células que secretan IFN-y en presencia de un anticuerpo control o anti-Receptor
unido a la placa de nitrocelulosa. Brevemente, las placas fueron incubadas durante 12 horas a
4°C con 100yl de PBS conteniendo 5 pg/ml de anticuerpo monoclonal de ratén anti-IFN-y y
ademas 5 ug/ml anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4 (clone BNI3, R&D Systems, USA), o0 5
pug/ml anticuerpo monoclonal anti-LIR-1 (clone GHI/75; BD, USA) o 5 pg/ml anticuerpo
monoclonal control isotipico lgG2a (R&D Systems, USA). Se sensibilizé la placa con
anticuerpos anti-LIR-1 (5 pg/ml anticuerpo monoclonal purificado, clon GHI/75), anti-CTLA-4 (5
ug/ml anticuerpo monoclonal purificado, clon BNI3) o un control de isotipo (R&D Systems
lgG2b 5ug/ml). Los pocillos fueron lavados con PBS e incubados por 2 horas con RPMI
conteniendo 5% de suero fetal bovino. Luego se sembraron 400 000 células por pocillo y se
realizaron estimulaciones por duplicado en presencia de una concentracion de 10 ug/ml de
lisado de amastigotes o con medio solo como control. Como control positivo las CMSP fueron
estimuladas con una solucién conteniendo 20 ng/ml de Forbol,12-Miristato,13-Acetato (PMA) y
500 ng/ml de ionomicina (Sigma, USA). Luego de 16-20 horas de incubacién a 37°C en una
estufa conteniendo 5% de CO,, las células fueron removidas de las placas y los “spots” fueron
revelados segun las instrucciones del vendedor. Las células formadoras de spots fueron
enumeradas automaticamente usando el analizador de placas de ELISPOT CTL-ImmunoSpot

S5 Core analyzer.

Durante los ensayos de bloqueo de los receptores inhibitorios, las placas de nitrocelulosa
fueron incubadas con 100ul de PBS conteniendo 5ug/ml de anticuerpo monoclonal anti-IFN-y.
Las CMSP fueron incubadas con medio o lisado en presencia de un anticuerpo control de
isotipo (50ug/ml) o anti-CTLA-4 (50ug/ml) durante 16-20 hs. Luego, las CFS fueron reveladas

como se describié anteriormente.
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Citometria de flujo

La frecuencia de linfocitos T regulatorios se determind por triple tincion de CMSP con los
anticuerpos monoclonales (AcM) anti, CD4-APC (BD Bioscience), CD127-PerCP (BD
Bioscience), CD25-FITC (BD Bioscience) y FOXP3-PE (eBiosciences). Un total de 100 pl de
PBS 1% SFB conteniendo 1x10°-1,5 x10° CMSP se incubaron en oscuridad, con las distintas
combinaciones de AcM a 4°C durante 30 min, seguido por 2 lavados con PBS 1% SFB a 500g.
La determinacién intracelular de FOXP3 y CTLA-4 se realizé usando el mismo protocolo de
tincion de moléculas de superficie pero las CMSP fueron previamente permeabilizadas y
fijadas. En el caso de FOXPS3, se utilizd el kit FOXP3 staining kit para permeabilizar y fijar las
células (ebioscience) y para CTLA-4 se utilizé Cytofix/Cytoperm (BD Pharmigen, CA, USA). La
permeabilizacion y fijado consiste en incubar las CMSP en 250 pl de Cyofix/Cytoperm por 15
minutos en oscuridad a 4°C seguido por dos lavados con Permwash (BD Pharmigen, CA,
USA). Posteriormente, se agregan los AcM correspondientes, y se tifie de la misma forma que

se mencion6 previamente y pero realizando los lavados con Permwash a 2000 rpm.

Para determinar las frecuencias de linfocitos T CD4* y CD8* de memoria y efectores que
expresan LIR-1 (Leucocyte Inmunoglobulin Like Receptor-1 o CD85j) se realizé tincién con 4
colores utilizando los anticuerpos monoclonales: LIR-1-PE-Cy5 (BD Pharmigen), CD45RA-
FITC (BD Pharmigen), CD8-PE (BD Pharmigen) y CD4-Per-CP (BD Pharmigen) siguiendo el
mismo protocolo mencionado anteriormente para la tincidbn de superficie. Se adquirieron
300.000-500.000 eventos por muestra utilizandose un citémetro de flujo FACScalibur (BD
Immunocytometry Systems). Los datos fueron analizados con el programa CellQuest (BD)
seleccionando como poblacion de interés a los linfocitos, los cuales tienen un perfil
caracteristico de complejidad interna y tamafo. Para distinguir entre sefales negativas y
positivas se utilizaron muestras sin tefir o incubadas individualmente con los anticuerpos

monoclonales utilizados en las tinciones multiples.

El criterio para considerar que un paciente presenta un porcentaje elevado de una
subpoblacién de linfocitos T se establecié realizando un punto de corte determinado por el

porcentaje medio de linfocitos T obtenido de los individuos del grupo SN no-E controles + 2

61



Materiales y Métodos

DS, lo que otorga un 95% de intervalo de confianza. Aquellos pacientes con un porcentaje

mayor a dicho valor de corte fueron considerados con nivel aumentado.

Tincion intracelular de citoquinas

Para determinar la expresién de CTLA-4 y de LIR-1 en los linfocitos T estimulados
productores de IFN-y*, se tomaron 2x10°® CMSP y fueron incubados con 15 pg/ml de lisado de
amastigotes; 2,5 IU/ml de los toxoides teténico y diftérico (TETADIF, BulBio, Bulgaria), 5ug/mi
de anticuerpo monoclonal agonista anti-CD3 (BD, USA) o medio durante 18 hs, se agregaron
10 pg/ml de brefeldina A (Sigma, USA) al cultivo cinco horas antes de cumplirse las 18hs de
incubacién. Dos millones de CMSP fueron resuspendidas en 100ul de PBS con 1% de SFB, e
incubadas con los anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos anti-CD4 (FITC) y anti-
LIR-1 (PE-Cy5) (BD, USA). Luego las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con
los anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos anti-IFN-y (APC) y anti-CTLA-4 (PE)
(BD, USA). La expresion de CTLA-4 y LIR-1 fue cuantificada en las células T productoras de
interferbn gamma. La respuesta productora de IFN-y fue considerada positiva si la misma era

mayor o igual a tres veces el valor observado en las células no estimuladas.

Para caracterizar las expresion de los receptores inhibitorios en subpoblaciones de linfocitos T
CD4" y CD8" totales en ausencia de cultivo, las CMSPs fueron incubadas con anticuerpos
monoclonales unidos a fluorocromos anti-CD8 (APC), anti-CD4 (FITC) y anti-LIR-1 (PE-Cy5) y
luego fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4
(PE). Los datos fueron recolectados con un citometro de flujo FACScalibur y analizados con el

programa CellQuest (BD, USA).

Para la caracterizacién del fenotipo de los linfocitos T LIR-17, las CMSP fueron incubadas con
las siguientes combinaciones de anticuerpos monoclonales: 1) CD4 o CD8 (APC), CD45RA
(FITC), CD62L (PE) y LIR-1 (PE-Cy5), todos de BD, USA 2) CD4 o CD8 (APC) (BD, USA),

LIR-1 (PE-Cy5) (BD, USA), Perforina A (FITC) (BD USA) y CD57 (FITC) (Biolegend, USA)

3) CD4 o CD8 (APC-Cy7) (Biolegend, USA), LIR-1 (PE-Cy5) (BD, USA), CD27 (PerCP) (BD,

USA), CD28 (Pacific Blue) (eBioscience, USA) y CCR7 (PEcy7) (BD, USA). Ver tabla 5.

62



Materiales y Métodos

Como minimo fueron adquiridos 300 000 o 600 000 eventos en un FACScalibur
(combinaciones de anticuerpos 1y 2; BD, USA) o un Citémetro de flujo CyAn (Combinacién de
anticuerpo 3) 3 laseres, 8 colores, 10 parametros) (DakoCytomation, Ft Collins, CO, USA),
respectivamente y luego fueron analizados con el programa Flowjo version 4.2 (Tree Star, San

Carlos, CA, USA).

Inmunohistoquimica

Secciones de 5um de los tejidos fijados en formalina y embebidas en parafina fueron
deparafinizadas (Xilol 100%) y rehidratadas con concentraciones decrecientes de etanol en
agua destilada. La recuperacién de antigenos inducido por calor (HIAR), el tiempo de
incubacién con los anticuerpos y la concentracion de anticuerpos se realizé segun lo
recomendado por el fabricante de los mismos. De esta manera, con el fin de detectar la
expresion de FOXP3 y de CD4 se realizé HIAR en una solucién de recuperacién de antigenos
“EZ-AR2™" (tampon basado en EDTA, pH = 9; BioGenex, San Ramon, CA, EE.UU.). Para las
tinciones con anticuerpos anti, T-bet, Ki67, Caspasa3activa, CD8, CD3, CD68, CD20,
CD45RA, CD21, CD27 y PD-1 la HIAR se llevé a cabo con el tampdn de recuperacion de
antigenos “Citra Plus” (basado en tampdn citrato pH= 6; BioGenex, San Ramon, CA, EE.UU.).
Para CD57 y CD45R0, la tincion con los anticuerpos se realiz6 sin recuperacién de antigenos
después de la rehidratacion. El sistema de deteccidn secundaria era un kit comercial
(Biogenex, San Ramon, California) con biotinilado anti-ratén inmunoglobulina G,
estreptavidina-peroxidasa vinculado, y AEC (3-amino-9-etil carbazol) como cromégeno. Todas

las diapositivas de inmunohistoquimica fueron contrastados con hematoxilina.

Inmunofluorescencia

Ademas, las secciones de tejido seleccionado altamente inflamados de los pacientes de 1 a 4
estudios de doble tincién se llevaron a cabo por inmunofluorescencia. Las dobles tinciones se
realizaron con Ki67 (conejo AcM) y CD8 o CD20 (ratébn mAbs), y con Ki67 (mAb de raton) y
CDS3 (policlonal de conejo) o CD21 (monoclonal de conejo). Se utiliz6 la combinacion de Ki67

(clon MM1, de ratén) con anti-Caspasa3 activada (monoclonal de conejo). Se utilizé la tincién
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con la combinacion anti-CTLA-4 (anticuerpos policlonales de cabra purificados por afinidad) y
anti-CD3 (anticuerpo monoclonal de raton, Santa Cruz, USA). Los anticuerpos secundarios
marcados con fluorocromos utilizados fueron los siguientes; anticuerpos de cabra anti-conejo
marcados con fluoresceina (Vector, Burlingame CA, EE.UU.) e inmunoglobulinas de burro anti-
raton marcadas con Alexa Fluor 594 (Invitrogen, EE.UU.). Para revelar la tincion con anti-
CTLA-4 se utiliz6 un anticuerpo secundario biotinilado anti-lInmunoglobulinas de cabra, y luego
estreptavidina acoplada a fluoresceina. La tinciébn de los nucleos fue realizada con 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) el cual estaba incluido en el medio de montaje para
fluorescencia (Vectashield, Vector, Burlingame, CA, EE.UU.). Todas las diluciones de los
reactivos se utilizaron de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes. Las observaciones se
realizaron con una lampara ultravioleta de 100 W y se fotografiaron con una camara AxioCam
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania). EI nombre, distribucién, funcién de cada marcador y la

lista clones de los anticuerpos utilizados para detectar su expresién se muestran en la Tabla 6.

Analisis estadistico ELISPOT

Se realiz6 un test T de Student para analizar las diferencias cuantitativas entre el numero
medio de spots por pocillo en cada una de las condiciones de estimulacion de las CMSP. La
respuesta contra el antigeno de T. cruzi fue considerada positivas si un minimo de 25 CFS
(Células formadoras de spots) por cada 1x10° CMSP fueron observadas y ese nimero duplica
o0 mas el valor obtenido por las células sin estimular (medio). El nUmero de células especificas
fue calculado restando el numero de spots observado en las células no estimuladas (medio) al

numero de spots obtenidos luego de la estimulacién con el lisado de amastigotes de T. cruzi.

Cuantificacion y analisis estadistico de las técnicas inmahistologicas.

El numero total de células con tincién positiva y el numero total de células no miocitos fueron
contadas en 10 fotos tomadas en alto aumento (400X) que fueron tomadas para cada uno de
los marcadores utilizados. El conteo de células se realizé manualmente utilizando la aplicacion
“Cell counter” del programa Imaged 1.45b (National Institutes of Health, EE.UU.). La posicién

delas células en cada HPF se determind mediante la misma aplicacion y luego esa
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informacion fue utilizada para el analisis histolégico espacial. Este andlisis se realiz6 en cada
uno de los ocho corazones la enfermedad de Chagasy del control. EI porcentaje de

células positivas de marcadores de un total de nomiocitos células por HPF (400X) se calcul6.

El niumero total de células con tincién positiva y el nimero total de células nomiocitos fueron
contadas en 10 fotos tomadas en alto aumento (400X) que fueron tomadas para cada uno de
los marcadores utilizados. El conteo de células se realiz6 manualmente utilizando la aplicacion
“Cell counter” del programa Imaged 1.45b (National Institutes of Health, EE.UU.). La posicién
delas células en cada HPF se determind mediante la misma aplicacion y luego esa
informacién fue utilizada para el analisis histolégico espacial. Este andlisis se realizé en cada
uno de los ocho corazones la enfermedad de Chagasy del control. EI porcentaje de
células positivas de marcadores de un total de células que no fueran miocitos en
cada HPF (400X) se calcul6.
La correlacién entre el porcentaje de células positivas para un determinado marcador versus el
namero total de células por campo (400X) se realizaron mediante la prueba de correlacién de
Spearman. P <0,05 fue considerado estadisticamente significativo. La prueba T de Student se
aplicé para analizar las diferencias cuantitativas entre el nimero total de células Ki67* por
campo en sectores del tejido con alto nivel de inflamacién (> 120 células / HPF) de pacientes

chagasicos comparado con el numero observado en el corazén de pacientes con MCG.

Andlisis estadistico

Las diferencias entre los distintos grupos clinicos fueron evaluadas utilizando el analisis de
varianza (ANOVA) seguido por la correccion de Bonferroni, o Kruskal-Wallis con el test de
Dunn’s para comparaciones mdltiples. Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) con un
posterior andlisis lineal de tendencia. Se consideraron significativos los valores de P<0,05.
Para la comparacion de proporciones de pacientes con niveles aumentados de las distintas
poblaciones linfocitarias (IC>95%) se utiliz6 el test de Fisher. Se realiz6 un punto de corte
para considerar porcentajes alterados de linfocitos T CD4'LIR-1%, el cual fue calculado con la
media £ 2 SD del grupo SN no-E. La disminucion en el porcentaje de linfocitos T CD4"LIR-17

fue considerada significativa cuando la relacion entre los niveles postratamiento/pretratamiento
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de los individuos tratados con benznidazol result6 menor que el promedio menos 2 DS de la

relaciébn observada (T = %CD4 + LIR1+; T12/T0— 2 x DS) luego de un afio (T12) en 13

individuos infectados asintomaticos (comparables en edad y sexo con el grupo tratado) que no

recibieron tratamiento, desde el momento de enrolamiento (TO).

Se utilizé la prueba T de Student para analizar las diferencias cuantitativas entre la respuesta

contra el

lisado de amastigotes en presencia de anticuerpos bloqueantes o que

entrecruzamiento, y también para comparar los porcentajes de linfocitos CD45RA*~CD62L*"

en células CD4LIR-1" vs CD8'LIR-1".

Tabla 5. Marcadores utilizados para las citometria de flujo. Su funcién y distribuciéon en

distintas células del sistema inmune.

. Grado de
Tipo celular . L
Clon de Fluorocromo diferenciacion de i
Marcador anticuerpo conjugado expre§ando el los linfocitos T Funcién
antigeno P
positivos
CDsa RPA-TS  APC-Cy7 Linfocitos T Reconocimiento de GMH-|
citotoxicos #
Linfocitos T -
CcD4 RPA-T4 APC-Cy7 / APC colaboradores *# Reconocimiento de CMH-II
. . N¢ de eventos de estimulacion,
CD57 HNK-1 FITC Linfocitos T y NKs ETD funcion efectora y senescencia
LIR-1 GHI75 FITC Linfocitos T,NK, B £1p Receptor inhibitorio expresado
y monocitos constitutivamente.
CD45RA HI100 PE Linfocitos By T ETD y virgenes Transduccién de sefales
Linfocitos Ty
CcD27 M-T271 Percp células MC’ MEy Coestimulacién
- virgenes
plasmaticas
CcD28 CD28.2 Pacific Blue Linfocitos T M,C’ MEy Coestimulacion
virgenes
Marcador de
diferenciacion Células . ;
CCR7 3D12 APC dendriticas, MC y virgenes Ee;iptlfésdﬁn?:t?c'ggq“'”as' Homing
linfocitos By T. gang .
Linfocitos T Regula la expresion de CD25 y
FOXP3 259D/C7 PE CTLA-4 en linfocitos Tregs, los
regulatorios cuales regulan su sobrevida y
funcién.
CD25 A9 FITC Receptor de IL-2
CD127 Percp Virgenes y MC Receptor de IL-7

* Todos los clones son derivados de hibridomas murinos.

# CD8a se expresa también en subpoblaciones de células dendriticas, NKs y linfocitos CD4 ETD

*# CD4 se expresa en monocitos y puede ser inducido en macréfagos y células dendriticas.
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Tabla 6. Anticuerpos utilizados para inmunohistologia.

Materiales y Métodos

. . . Grado de
Marcador Tipo ﬁ)ngﬁ; L;erpo Tipo ceellulaanrt;qt;engxpresa diferenciacion de los Funcion
y 9 linfocitos T positivos
cD3 policlonal Conejo  Linfocito T - Transduccién de sefiales a través del TCR'®®
CD8a 1A5 Linfocitos T citotéxicost - Reconocimiento de CMH-|
CcD4 1F6 Linfocitos T colaboradorest - Reconocimiento de CMH-II
Tipo celular Macréfagos y Células ' . 187
CD68 KP1 dendriticas - Presente en los lisosomas de células fagociticas
cD20 126 Linfocitos B ; 'éggnsducuon de senales del receptor de linfocitos
EP3093- . ) -
cb21 monoclonal de Células foliculares dendriticas - Receptor de C3d *°
A y linfocitos B
conejo
CD57 HNK-1 Linfocitos T y NK ETD Funcion efectora, senescencia replicativa “°
Receptor inhibitorio de linfocitos T colaboradores
PD-1 NAT Linfocitos Ty B ETD foliculares y linfocitos T CD8 efectores
terminalmente diferenciados (ETD) 410
Marcadores de
Diferenciacion CD45RA MT2 Linfocitos Ty B Virgenes y ETD Activacion, transduccion de sefiales*
CD45RO UCHL-1 Linfocitos T Virgenes, MC y ME E:g;l‘;?f’a antigénica — Transduccion de
cp27 137B4 Linfocitos T y células Virgenes, MCy ME  Coestimulacién
plasmaticas
MM1 -
. . . . o 45
Ki67 EPR3610, Células en ciclo celular Proliferacién (Expresado en G1, S, G2y M)
monoclonal -
Conejo
Es inducido por IFN-y a través de STAT-1 en
Marcadores T-bet 4B10 Linfocitos T colaboradores TH1 - linfocitos T y B. Potencia la sensibilidad a la
funcionales citoquina IL-12 “¢
Regula la expresion de CD25 y CTLA-4, los cuales
FOXP3 259D/C7 Linfocitos T regulatorios - son receptores esenciales para la sobrevida y
funcion de los linfocitos T regulatorios®
HLA-G 4H84 Trofoblastos R Ligando oé(za receptores inhibitorios como LIR-1y

KIR2DL4

* Todos los clones son derivados de hibridomas murinos a no ser que se aclare.

# CD8a se expresa también en subpoblaciones de células dendriticas, NKs y linfocitos CD4 ETD.

*# CD4 se expresa en monocitos y puede ser inducido en macréfagos y células dendriticas.
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Resultados

Resultados Parte 1. Estudios en sangre periférica

En el caso de la infeccion humana con T. cruzi, se ha demostrado que la presencia de
antigenos en sangre no es constante pero posee ciclos durante los cuales podria suceder la
estimulacion antigénica de linfocitos T, desencadenando, eventualmente, en un proceso de
agotamiento de la respuesta inmune celular especifica. Segun nuestra hipétesis, la expresidén
de receptores inhibitorios capaces regular la sobrevida y la proliferacion de los linfocitos T
especificos es un factor que podria mediar, durante las sucesivas etapas de reactivaciéon del
parasito, en el proceso de agotamiento inmunoldgico. Por este motivo, determinamos la
expresion de los receptores inhibitorios en los linfocitos T especificos y totales de individuos
cronicamente infectados con T. cruzi asintomaticos y sintomaticos, en comparacién a una

poblacion de individuos sanos.

1.1. Expresion de receptores inhibitorios en linfocitos T especificos contra
T. cruzi

Bajo la premisa de que la enfermedad es menos severa cuando el control inmunoldgico es
mas eficiente, hemos mostrado que los individuos infectados asintomaticos o con
sintomatologia leve poseen una mayor respuesta celular T productora de IFN-y en

comparacion a los pacientes con compromiso cardiaco severo.

A partir de estos resultados, nos propusimos estudiar la expresion de estos receptores
inhibitorios en linfocitos T capaces de reconocer antigenos derivados de T. cruzi. Para
determinar si la expresidn de estos receptores inhibitorios es una caracteristica distintiva de los
linfocitos T especificos contra T. cruzi, medimos su expresién en linfocitos T especificos contra
un antigeno de la vacuna TetaDif, conteniendo los toxoides de Clostridium Tetani y

Corynebacterium Diphteriae.

La frecuencia de linfocitos T especificos contra epitopes definidos (péptidos), o contra
proteinas recombinantes de T. cruzi en pacientes cronicamente infectados con T. cruzi es muy
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baja.'®® "%¢'%8 Por este motivo se realizaron estimulaciones de CMSP con una preparacién de
un lisado de amastigotes de T. cruzi y se determiné la expresién de los receptores inhibitorios
en los linfocitos T que al poseer experiencia antigénica responden contra el lisado de T. cruzi

produciendo IFN-y en el término de unas horas.

En los ensayos de estimulacién, se observé que el 83% + 15% de los linfocitos T CD4" de
productores de IFN-y especificos para T. cruzi posee expresion de CTLA-4 (Figura 14A). No se
observaron diferencias significativas en la expresién de este receptor entre los grupos de
pacientes asintomaticos y con sintomatologia severa (GO vs. G3; P=0,09 NS). En los mismos
individuos, sélo el 5% * 8% de los linfocitos T CD4* de memoria productores de IFN-y en
respuesta a TetaDif mostrd expresidon de CTLA-4. De esta manera determinamos una mayor
expresion de CTLA-4 en los linfocitos especificos contra T. cruzi que en linfocitos T especificos
contra antigenos de la vacuna TetaDif (Figura 14B, P<0,0001). Por el contrario, la expresion de
LIR-1 es baja y similar en los linfocitos especificos para T. cruzi como en los linfocitos

especificos para los antigenos de la vacuna (Figura 14B).

Para descartar que la falta de expresion de CTLA-4 tenga relacidén con la presencia de trazas
de adyuvante proveniente del filtrado de la vacuna TetaDif, se estimulé con el adyuvante (no
adsorbido) filtrado en ausencia y en presencia del lisado de T. cruzi no observandose
diferencias en el fenotipo de los linfocitos especificos. Estos resultados muestran que la
expresion de CTLA-4 en linfocitos T productores de IFN-y es una caracteristica distintiva de los
linfocitos especificos contra Trypanosoma cruzi y que no se observa en linfocitos especificos

contra un antigeno de una vacuna.

No se observaron diferencias en la cantidad de IFN-y producido por célula (medido por
Intensidad media de fluorescencia de IFN-y, IMF) en los linfocitos CD4"CTLA-4*IFN-y*
comparado a la cantidad producida por los CD4*CTLA-4IFN-y* (Figura 14C, izquierda).
Podemos decir que, en estas condiciones de estimulacién los linfocitos T especificos que
expresan CTLA-4 producen niveles de IFN-y similares a los linfocitos T especificos del mismo
paciente pero que no expresan CTLA-4 y por ende, a pesar de su expresion la produccion de

IFN-y no estaria siendo inhibida por CTLA-4, al menos en la expresién de dicha citoquina.
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Independientemente del nimero de linfocitos especificos contra T. cruzi (generalmente menor
en los pacientes del grupo G3), los individuos infectados con compromiso cardiaco severo
mostraron una menor produccién de IFN-y por linfocito T CD4" especifico contra T. cruzi
(Figura 14C) comparado a su contraparte asintomatica (P<0,05). Estos resultados muestran
que los linfocitos T CD4" especificos contra el parasito en pacientes cronicamente infectados
presentan expresion de ciertos receptores inhibitorios (Figura 14), lo cual podria ser

caracteristico de una prolongada y repetitiva activacién antigénica.
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Figura 14. Expresion de CTLA-4 y LIR-1 en linfocitos T CD4" especificos contra T. cruzi.
Células mononucleares de sangre periférica fueron cultivadas por 18 horas en presencia de
Brefeldina Ay, de un lisado de amastigotes de T. cruzi, antigenos de los toxoides
tentanico/diftérico (TetaDif), o sin estimulo antigénico (medio de cultivo). Se utilizaron
anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos anti-CD4 y anti-LIR-1, seguido de fijacién y
permeabilizacion de las células para realizar la tincion intracelular de IFN-y y CTLA-4 con
anticuerpos monoclonales especificos. Los linfocitos fueron identificados en un grafico de
puntos de Tamano (FSC) vs. Complejidad interna (SSC). De esta subpoblacion, se realiz6
un grafico de CD4 vs IFN-y y se seleccionaron los linfocitos T CD4*IFN-y*, y sobre estos
linfocitos se grafico la expresion LIR-1 vs. CTLA-4. A) Gréfico de puntos representativo de un
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paciente crénicamente infectado con T. cruzi. Los niUmeros indican el porcentaje de
expresion de CTLA-4, de LIR-1 o la co-expresion de CTLA-4 y LIR-1 sobre eltotal de
linfocitos CD4*IFN-y* para cada estimulo. B) Porcentaje de linfocitos T CD4*IFN-y*
especificos para los antigenos de T. cruzi o TetaDif que expresan CTLA-4 o LIR-1 en 26
individuos con infeccidn cronica (asintomaticos, simbolos negros rellenos, n=18) e infectados
con compromiso cardiaco severo (simbolos vacios, n=8). La mediana se indica con una
linea horizontal. C) Intensidad Media de Fluorescencia del IFN-y detectado en células en
respuesta a los antigenos de T. cruzi. Se semicuantificd la produccién media de IFN-y en los
linfocitos CD4*IFN-y* que expresan CTLA-4" y en los linfocitos CD4*IFN-y* que no expresan
CTLA-4 tanto en individos infectados asintomaticos (G0, n=10) como en individuos
infectados con compromiso cardiaco severo (G3, n=8). D) Idem (C), pero respecto a la
expresion del receptor inhibitorio LIR-1.

1.1.1. Especificidad de la respuesta al lisado de amastigotes de T. cruzi

1.1.1.1. Estimulacion por Patrones Moleculares Asociados a Patdbgenos

La estimulacién de la produccion de IL-12 e IL-18 en presencia de PMAPs es capaz de inducir
la produccion de IFN-y en células NKs vy linfocitos T efectores. Para descartar la posibilidad de
algun tipo de estimulacion de la produccién de IFN-y que fuera inespecifica (independiente de
péptido antigénico unido a CMH) por parte del lisado de amastigotes, se estimularon CMSP de
individuos no infectados e infectados. Como se observa en la Figura 15, el lisado de
amastigotes de T. cruzi (20pg/ml) es capaz de inducir la expresién de IFN-y y CTLA-4
solamente en linfocitos T CD4" de pacientes infectados, pero no en los linfocitos T
provenientes de individuos seronegativos. Estos resultados sugieren que sélo los individuos
infectados poseen linfocitos T de memoria capaces de responder contra antigenos en el lisado

de amastigotes de T. cruzi.

Luego, testeamos la posibilidad de que los pacientes infectados con T. cruzi tengan una
mayor susceptibilidad a secretar IFN-y ante la exposicién a PMAPs comparado a individuos no
infectados. Para ello, cultivamos las CMSP de individuos infectados y no infectados por 18hs
en presencia de distintas concentraciones de un PMAP altamente estudiado como lo es el
LPS. Observamos que los linfocitos T tanto de individuos infectados como no infectados, no
inducen expresién de IFN-y ni de CTLA-4 en presencia de bajas o altas concentraciones de un
ligando de RRPs como lo es el LPS (Figura 15). Estos resultados sugieren fuertemente que la
produccion de CTLA-4 e IFN-y por parte de los linfocitos T en presencia del lisado de
amastigotes es dependiente de la exposicion previa al parasito y no debida a presencia de

PMAPSs en el lisado.
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Figura 15. Especificidad antigénica de los linfocitos productores de CTLA-4 e IFN-y ante el
estimulo con un lisado de amastigotes de Trypanosoma cruzi. Las CMSP de pacientes
infectados fueron cultivadas en RPMI 1640 completo suplementado con 10% SFB en
presencia de distintas concentraciones de LPS (entre 0 y 10 pyg/ml) o con un lisado de
amastigotes. A) Expresién de IFN-y y CTLA-4 en linfocitos T CD4" y CD8" de individuos
infectados y controles no infectados luego de la estimulacién control (Medio), con distintas
concentraciones de LPS (0,00001ug/ml o 10ug/ml) o con un lisado de amastigotes de T.
cruzi (20 pyg/ml). B) Produccién de IFN-y por linfocitos T luego del cultivo con medio,
diferentes concentraciones de LPS, y el lisado de amastigotes de T. cruzi.

1.1.1.2. Niveles de ligandos de RRPs en el lisado de amastigotes de T. cruzi
Para descartar que las concentraciones de LPS utilizadas no fueran comparables a la
concentracion de PMAPs en el lisado de amastigotes, se estim6 la concentraciéon de ligandos
de receptores de reconocimiento de patrones en equivalentes de LPS (ug/ml) en los 20ug/mi
de lisado de amastigotes (concentracibn maxima utilizada durante los ensayos de
estimulacion). Se utilizé una linea celular reportera (células RawBlue®) que expresa todos los
TLRs (salvo TLR5, cuya expresion es baja) y diversos receptores de PMAPs de otras familias

(ver Materiales y métodos).
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Con estas células, se realizd una curva de calibracion con LPS (Figura 16) y se determin6 en
el lisado de amastigotes (20ug/ml) una cantidad de PMAPs equivalente a una concentracion
de 0,0005 pg/ml de LPS. Por ende, la estimulacién de RRPs por parte del lisado de
amastigotes utilizada es muy baja, y la respuesta productora de IFN-y y CTLA-4 se observa
solamente en individuos infectados. Todas estas evidencias demuestran que la respuesta

productora de IFN-y frente al lisado de amastigotes de Trypanosoma cruzi es antigeno

especifica.
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Figura 16. Cuantificacion relativa de la actividad de agonistas de receptores de reconocimiento
de patrones presentes en el lisado de amastigotes de T. cruzi. A) Células reporteras Raw
Blue fueron incubadas durante 12 horas con distintas concentraciones de LPS y con 20ug/ml
de lisado de amastigotes de T. cruzi; la actividad de fosfatasa alcalina sérica embrionaria
(SEAP) fue medida a distintos tiempos luego de la incubacién con el sustrato. B) Se realizén
una curva de calibracién con los valores obtenidos por las diferentes concentraciones de
LPS o Medio (puntos verdes). La concentracion maxima de LPS esté sefialada con puntos
rojos (duplicados). Con esta curva se calculé la cantidad de agonistas de RRP presentes en
el lisado de amastigotes de T. cruzi en equivalentes de LPS (ug/ml).

1.2. Expresion de receptores inhibitorios en Linfocitos T totales

1.2.1. Expresion de CTLA-4 ante la estimulacion policlonal de linfocitos T
Para medir el fenotipo de los linfocitos T especificos para T. cruzi mencionados en el apartado

1.1, fueron seleccionados, necesariamente, sélo pacientes cuya respuesta productora de IFN-y
ante el lisado o el antigeno de la vacuna fuera detectable. Para estudiar si los pacientes
infectados sintomaticos y asintomaticos en general (i.e. independientemente de la capacidad
para responder a antigenos de T. cruzi) regulan la expresion de CTLA-4 de manera diferente,
se midieron los niveles de expresion de CTLA-4 en linfocitos T CD4" o linfocitos T CD8" luego

de una estimulacion policlonal con un anticuerpo monoclonal agonista anti-CD3 (estimulacion
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policlonal de linfocitos T). Como control, las CMSP fueron dejadas en cultivo por el mismo
lapso de tiempo con medio solo (produccién basal).De esta manera se pudo observar que los
linfocitos T CD4 de pacientes cronicamente infectados con compromiso cardiaco severo, a
diferencia del grupo GO asintomatico, posee un porcentaje basal de linfocitos T CD4*CTLA-4"
disminuido (Figura 17A, P<0,05) y una mayor induccién de CTLA-4 luego de la estimulacién
policlonal (Figura 17A, Media £ DS; 74%%10% vs 40%%32% P<0,001). El porcentaje de
linfocitos T CD4*CTLA-4"IFN-y* ante la estimulacién policlonal resulté también mayor en
pacientes sintomaticos que en individuos no infectados residentes en zonas no endémicas
para la infeccion, pe ro la mayoria de las células que inducen CTLA-4 (Figura 17C) no

producen esta citoquina.
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Figura 17. Comparacion de los niveles de expresién basales e inducidos de CTLA-4" en
linfocitos T CD4" de individuos seronegativos de zona no endémica (SN no-E), infectados
asintomaticos (Grupo GO) e infectados con miocardiopatia chagasica crénica (Grupo G3).
Las células mononucleares de sangre periférica fueron aisladas por densidad con ficoll-
Hypaque y cultivadas por 18 horas en ausencia (Medio: A, D) o presencia de estimulo
antigénico especifico (lisado de T. cruzi: B, E), o policlonal (anti-CD3: C, F); durante las
ultimas 6 horas de cultivo se agrego6 brefeldina A a todos los cultivos. Luego, las células
fueron marcadas con anticuerpos monoclonales anti-CD4, anti-CD8, anti-CTLA-4 y anti-IFN-
y. Cada punto representa el porcentaje de linfocitos T CD4" que presentan el fenotipo
CD4*CTLA-4" (A, B, C) o CD4"CTLA-4*IFN-y* (D, E, F). Las lineas horizontales denotan la
mediana del grupo. Graficos representativos para la induccién de CTLA-4 en linfocitos T
CD4 de los pacientes de distintos grupos luego del cultivo sin estimulo y con anti-CD3 (G).
Para comparar las respuestas a los diferentes estimulos obtenidas para cada grupo se utilizé

el test de Kruskal-Wallis.

75



Resultados Parte 1

1.2.2. Co-expresion de LIR-1y CTLA-4 en linfocitos T CD4
Para caracterizar si la expresion de estos dos receptores inhibitorios se expresan ex-vivo en

las mismas subpoblaciones de linfocitos T, hicimos marcaciones de estos receptores y
medimos por citometria la coexpresion de CTLA-4 y LIR-1 en linfocitos T. Los linfocitos T CD4

que expresan CTLA-4, no expresan LIR-1 y viceversa (Figura 18).

CTLA4 Pe

5.62+4.76

102 10! 102

LIR-1 —>

Figura 18. Evaluacion de la coexpresion de LIR-1y CTLA-4 en linfocitos T de sangre
periférica. Grafico de dispersion de puntos representativo (se muestra uno de 20 casos
estudiados) de la expresion de CTLA-4 y LIR-1 en linfocitos T CD4* de pacientes con
enfermedad de Chagas. Las CMSP fueron marcadas con CD4 y LIR-1 de superficie y luego
fueron fijadas y permeabilizadas para realizar la tincion de CTLA-4 total. Se muestra el
porcentaje promedio de linfocitos £DS que expresan CTLA-4 y/o LIR-1 en la poblacion T
CD4".

92764579 | |

—— CTLA4 —>

1.2.3. Andlisis ex-vivo de la expresion de LIR-1 y CTLA-4 en linfocitos T totales
Los niveles de linfocitos T CD4 y CD8 que poseen expresién de CTLA-4 o LIR-1 fueron

estudiados en células mononucleares de individuos control y crénicamente infectados
asintomaticos y sintomaticos. Como muestra la figura 19, el porcentaje de linfocitos T CTLA-4*
no presenté diferencias significativas entre pacientes infectados sintomaticos y asintométicos.
Ademas, la expresion de CTLA-4 resultd ser muy baja en los linfocitos T CD8 de todos los
grupos. Por el contrario, los pacientes crénicamente infectados presentaron una mayor
frecuencia de linfocitos LIR-1 positivos en linfocitos T CD4" (P<0,01), (Figura 19A) y una
tendencia estadisticamente significativa en linfocitos T CD8 (P<0,05), (Figura 19B). A
diferencia de lo observado con CTLA-4, la expresion de LIR-1 se observé en un gran

porcentaje de linfocitos T CD8.
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Figura 19. Niveles de linfocitos T CTLA-4" y LIR-1* en sangre periférica de personas
cronicamente infectadas por T. cruziy controles no infectados. CMSP fueron marcadas con
CD4, CD8, CTLA-4 y LIR-1. Cada punto representa el porcentaje de células T CD4" (panel
izquierdo) o CD8* (panel derecho) que expresan CTLA-4 (A, B) o LIR-1 (C, D) en cada
paciente. La mediana de cada grupo estéa indicada por las lineas horizontales. Un valor de
corte en el nivel de linfocitos T CD4'LIR-1" (linea punteada) se establecié como el porcentaje
medio+2 desviaciones estandar de los sujetos no infectados. La fraccion de sujetos
con valores por encima del punto de corte con respecto al nUmero total de sujetos
evaluados para cada grupo se muestra en el panel C. Se realizd un analisis de tendencia
para el porcentaje de expresion de LIR-1 en linfocitos T CD8" respecto al grado de
compromiso cardiaco (D).

Los niveles de linfocitos T CD4'LIR-1* estd incrementados en pacientes crénicamente
infectados con T. cruzi, comparado a los grupos controles seronegativos (zona endémica y no-
endémica) (Figure 19A). Se observé una tendencia estadisticamente significativa hacia
frecuencias incrementadas de linfocitos T CD8'LIR-1" en individuos infectados, pero la
diferencia entre los grupos infectados y no infectados no alcanzé nivel de significancia

estadistica (Figure 19B).

Posteriormente se evalu6 la expresién media de LIR-1 y CTLA-4 por célula determinando la
intensidad media de fluorescencia tanto en la poblacion T CD4" como en la T CD8" que

expresaban estos marcadores. Si bién se observé un aumento en el tamafo de la poblacion
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LIR-1%, no se observé un aumento de los niveles de expresion de LIR-1 por célula promedio en

los pacientes de los distintos grupos (datos no mostrados).

1.3.Ensayos funcionales: Efecto del bloqueo y entrecruzamiento de
CTLA-4 y LIR-1 en la respuesta especifica contra T. cruzi

Posteriormente, determinamos si la expresion de CTLA-4 y LIR-1 en los linfocitos T especificos
para T. cruzi tiene alguna relevancia funcional respecto de la produccion de IFN-y. Medimos la
produccion de IFN-y luego de la estimulacion con un lisado de amastigotes de T. cruzi en
presencia de controles de isotipo o de anticuerpos monoclonales agonistas de estos

receptores inhibitorios.

CTLA4 ~  LIRM_~ CTLA4 ., LR1 . CTLA4 . = LIR1

00+
PP91 (G0) 400+ PP107 (G0) * E PP153 (GO)

3004 150+

200+ 100+

100+ 50+

$)
o
a % PP176(G0) @ 400 pP1g7(Go)® 490
©w
S 300- 3004 3004
<
o 2004 200 200
(£ 7
O 1004 100+ 100+
2
0- 0- 0-
1001 FC638 (G3) 7 Control de isotipo unido a la placa + Medio
757 Il anti-Receptor unido a la placa + Medio
50 Control de isotipo unido a la placa + Lisado T. cruzi
254 [J anti-Receptor unido a la placa + Lisado T. cruzi
0- = e

Figura 20. Efecto de la activacion de CTLA-4/LIR-1 por entrecruzamiento, in vitro, sobre la
respuesta de los linfocitos hacia el lisado T. cruzi. La respuesta a antigenos derivados de T.
cruzi por parte de CMSP de pacientes cronicamente infectados se midi6 por la técnica de
ELISPOT para IFN-y luego de la adherencia de anticuerpos especificos para CTLA-4 o LIR-1
o controles de isotipo sobre la placa. Se muestran los pacientes que presentaban respuesta
especifica positiva antes de los ensayos de entrecruzamiento. Los datos representan el
nimero medio de células formadoras de “Spots” (CFSs) de IFN-y por cada 10® CMSP. (*)
Indica diferencias significativas entre el nimero de células secretoras de IFN-y especificas
como se indica en materiales y métodos.  El entrecruzamiento de LIR-1 no fue realizado. El
estadio clinico de cada individuo se indica entre paréntesis.
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La respuesta contra el lisado de T. cruzi disminuyé significativamente en 4 de los 7 pacientes
que presentaron respuesta IFN-y positiva, en presencia de anticuerpos agonistas contra CTLA-
4 y LIR-1 (Figura 20), comparado a la respuesta especifica obtenida en presencia de controles
de isotipo. Como era de esperar, la activacién de los receptores inhibitorios en CMSP de
individuos que no presentaron respuesta productora de IFN-y contra el parasito no produjo
ningun cambio (4 de 4 pacientes evaluados). Por otra parte, el bloqueo de los receptores

CTLA-4 y LIR-1, no resulté en un aumento en la produccion de IFN-y.

1.4. Efecto del tratamiento de pacientes con benznidazol sobre la
expresion de LIR-1

Observamos que los individuos cronicamente infectados con T. cruzi poseen elevados niveles
de linfocitos T CD4"* con expresion de LIR-1 (Figura 18C). Para determinar si el impacto de la
infeccidn crdnica sobre el sistema inmune de estos pacientes es reversible, nos propusimos
evaluar el impacto del tratamiento con benznidazol durante 30 dias (dosis de 5mg/kg/dia)

sobre la frecuencia de linfocitos T LIR-1 en pacientes asintomaticos o con sintomatologia leve.

Se observé un descenso temprano y sostenido estadisticamente significativo en el porcentaje
de linfocitos T CD4'LIR-1" (Figura 21A) luego del tratamiento antiparasitario pero no en
individuos infectados no tratados. El descenso se pudo observar a partir de los 2-6 meses
(Figura 21C) luego de finalizado el tratamiento parasiticida. Esta reduccion se mantuvo
inclusive luego de 4 anos de finalizado el tratamiento (Figura 21D). Cabe destacar que ninguno
de los individuos infectados no tratados mostraron una reduccion de linfocitos T CD4*LIR-1*
(Figura 21B, 0/12) (Arguello et. al 2011). En términos generales, estos datos sugieren que la
infeccién crénica con T. cruzi induce un aumento en el porcentaje de linfocitos T LIR-1*. El
descenso de estos niveles luego del tratamiento etioldgico evidencia que el impacto del

parasito sobre esta poblacion linfocitaria es reversible.
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Figura 21. Impacto del tratamiento parasiticida sobre el porcentaje de linfocitos T CD4"LIR-1".
A) Porcentaje de linfocitos T LIR-1" sobre el total de CD4 antes (0 meses) y 24 meses
después del tratamiento por 30 dias con benznidazol (n=10). B) Porcentaje de linfocitos T
LIR-1* sobre el total de CD4 antes y después de 24 meses en pacientes no tratados (n=12).
C) La disminucion en el porcentaje de CD4°LIR-1* observada a los 24 meses, se pudo
detectar en una alta proporcion de pacientes (5/10) tempranamente luego del tratamiento (6
meses). D) Grafico de puntos representativo de los cambios en el porcentaje de linfocitos T
CD4'LIR-1" luego de 0, 6 y 64 meses del tratamiento.

1.4.1. Disminucion del porcentaje de CDALIR-1" se caracteriza por un
concomitante aumento de la subpoblacion CD&IR-1"

Los niveles de linfocitos T LIR-1* luego del tratamiento se cuantificaron como porcentaje del
total de linfocitos T CD4. Dado que el porcentaje de linfocitos T CD4 no varid
significativamente, la disminucion porcentual de linfocitos T CD4 con el fenotipo LIR-1* pudo
deberse a dos posibles causas: Que exista una disminucién absoluta en el numero de
linfocitos T CD4'LIR-17, o que haya existido una disminucién de los linfocitos CD4*LIR-1" y al
mismo tiempo un aumento del porcentaje de linfocitos T CD4*LIR-1". Para testear estas
hip6tesis determinamos los cambios luego del tratamiento en el porcentaje de CD4'LIR-1*
como porcentaje del total de linfocitos; a diferencia de lo que se muestra en la figura 14, (% del
total de CD4). De esta manera podriamos evidenciar si en realidad no hubo cambios en dicha

subpoblacién. Al mismo tiempo para cada paciente, se midié el cambio en el porcentaje del
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total de linfocitos que son CD4’LIR-1" luego del tratamiento. Finalmente, para analizar y
visualizar si ambos cambios luego del tratamiento se dan simultdneamente en ambos
compartimentos de linfocitos T CD4, se realiz6 un grafico de correlacion entre los cambios
observados en ambas subpoblaciones (A%CD4°LIR-1* vs A%CD4*LIR-17) como porcentaje del
total de linfocitos. Si los cambios en el % CD4'LIR-1" son independientes de los cambios en
%CD4"LIR-1" para cada paciente entonces no deberian poseer correlacién estadisticamente

significativa.
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Figura 22. Correlacion entre los cambios en el porcentaje de linfocitos T CD4'LIR-1*y de
linfocitos T CD4°LIR-1" luego del tratamiento con benznidazol. El porcentaje antes del
tratamiento de cada subpoblacién fue substraida del porcentaje observado luego del
tratamiento. El grupo de puntos denominados “No respondedores” comprende los tiempos
tempranos de los pacientes donde no se observo una disminucion estadisticamente
significativa en los valores porcentuales de linfocitos T CD4*LIR-1* luego del tratamiento con
benznidazol.

Como se muestra en la figura 22, se observé una correlacién inversamente proporcional
estadisticamente significativa entre los cambios en los porcentajes de linfocitos T CD4'LIR-1"y
los cambios en los linfocitos T CD4°LIR-1". Esto significa, que luego del tratamiento los

pacientes que disminuyen el porcentaje de linfocitos T CD4" que expresan LIR-1, al mismo
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tiempo muestran un aumento de los linfocitos T CD4°LIR-1". Interesantemente, el porcentaje

total de linfocitos T CD4" totales se mantiene sin cambios. De esta manera el porcentaje del
total de linfocitos T CD4" que expresa LIR-1 se observa disminuido luego del tratamiento no
s6lo por la disminucion en si de dicha subpoblacién, sino también debido a un aumento

concomitante de linfocitos T CD4*LIR-17 (Figura 22).

1.4.2. Grado de diferenciacion de linfocitos T LIR-T

En los linfocitos T, la expresién de distintos receptores inhibitorios se encuentra asociada al
grado de diferenciaciéon de los mismos.'® * 18 por ello, nos propusimos caracterizar qué
subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8, respecto al grado de diferenciacién, se encuentra

expresion de LIR-1.
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Figura 23. Grado de diferenciacion de los linfocitos T LIR-1" y patron de expresion de
coreceptores, moléculas coestimulatorias y receptores de “homing” en linfocitos T LIR-1" de
sangre periférica. A) Perfil de coexpresion entre moléculas coestimuladoras (CD27 y CD28)
y de “homing” a ganglios linfaticos (CCR7) con LIR-1 y con CD57 en linfocitos T CD4" y
CD8". Los porcentajes indicados dentro de los graficos de citometria representan la
proporcion del total de células T (CD4* o CD8%) LIR-1" o CD57* que coexpresan dichos
receptores. B) Graficos representativos de la expresién de Perforina A (panel inferior) y de
CD57 (panel superior) en células T CD4" (panel Izquierdo) y en T CD8+ (panel
derecho). Los porcentajes en la parte superior derecha muestran la expresion de la
perforina A (panel inferior) y CD57 (panel superior) en linfocitos T CD4°LIR-17, y en linfocitos
T CD8'LIR-1". C) Para identificar el grado de diferenciacion de los linfocitos LIR-1*
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CMSP fueron incubadas con anticuerpos monoclonales anti-CD8, anti-CD45RA, anti-
CD62L y anti-LIR-1. Los numeros representan el porcentaje de las células LIR-1" que
poseen un fenotipo correspondiente a ETD, E, ME, MC o virgen sobre el total de linfocitos T
CD4"LIR-17 (panel izquierdo) y sobre el total de linfocitos T CD8*LIR-1" (panel derecho).

Los linfocitos T CD4" o CD8" LIR-1" mostraron un patréon de expresion de moléculas
coestimulatorias similar al de los linfocitos T CD577, en los cuales se observa ausencia de
CD27, CD28 y CCR7 (Figura 23A). Se observd expresién de LIR-1* principalmente en
linfocitos T de memoria efectora (CD45RA™CD62L") y en linfocitos efectores terminalmente
diferenciados (CD45RA*CD62L") (Figura 23C) los cuales poseen altos niveles de perforina A 'y
CD57 (Figura 23B). Como se muestra en la figura 23, las células virgenes o de memoria

central no presentan expresion de LIR-1, tanto en linfocitos T CD4 como en linfocitos T CD8.

1.5. Niveles de linfocitos T con distinto grado de diferenciacion en
individuos asintomaticos crénicamente infectados con Trypanosoma
cruzi

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que en los estadios avanzados de la
enfermedad se observa un aumento porcentual de linfocitos T CD8" efectores altamente

diferenciados en el compartimento total T '6* 16

, evidenciando el impacto de la infeccién
cronica por T. cruzi sobre el sistema inmune del huésped. Sin embargo, sélo una fraccién
minoritaria de los pacientes asintomaticos o con compromiso cardiaco leve presenta
alteraciones en los niveles de estos marcadores. Con el objetivo de evitar la progresién de la
enfermedad, el tratamiento etiol6gico se administra en los estadios tempranos de la infeccién
cronica en adultos. Por este motivo, identificar marcadores inmunolégicos alterados en estos

pacientes, resulta de vital importancia para ser utilizados durante el seguimiento del

tratamiento parasiticida.

Hemos observado, que la sensibilidad en la identificacion de las subpoblaciones alteradas
depende del conjunto de marcadores utilizados. Asi por ejemplo, el 33% de los pacientes GO
poseen elevados niveles de linfocitos T CD4*LIR-1* comparado con los controles no
infectados; sin embargo cuando se mide la expresion de la misma molécula sobre linfocitos T
terminalmente diferenciados, sélo el 10% de los mismos posee niveles elevados. Por este

motivo, decidimos estudiar los niveles de subpoblaciones de linfocitos T totales en individuos
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asintomaticos, evaluando marcadores de experiencia antigénica, diferenciacion y maduracion
(i.e. CD45RA, CD57, CD27, CD28, LIR-1, CCR7 y CD62L en linfocitos T CD4" y CD8")

mediante citometria de flujo de 7 colores.

Para determinar alteraciones en distintas subpoblaciones de linfocitos T se utilizaron dos
estrategias de seleccién de las mismas, una de las cuales que se muestra en la Figura 24. La
primer estrategia consisti6 en medir los niveles de subpoblaciones de linfocitos T, las cuales
pueden ser identificadas por la expresion de una combinacién de marcadores previamente
caracterizadas por diversos autores (i.e. linfocitos T virgenes, linfocitos de memoria central,

linfocitos T de memoria efectora, linfocitos T efectores y efectores altamente diferenciadas).’”

189

cp27
-

po—

Figura 24. Analisis multiparamétrico de los niveles de diferentes subpoblaciones de linfocitos T
CD4 en individuos infectados y controles. Los rectdngulos negros que remarcan los
cuadrantes del gréafico de puntos indican la poblaciéon que fue seleccionada como “gate”
parental del siguiente gréafico (sefalado con una flecha). En la esquina superior se puede
observar el porcentaje de células dentro del cuadrante correspondiente.

Los niveles de linfocitos T CD4" virgenes (i. e. sin experiencia antigénica) resultaron estar
disminuidos en individuos adultos con infeccidén crdnica asintomatica de pacientes comparado

con individuos no infectados (Figura 25A, P<0,05).
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Figura 25. Niveles porcentuales de diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4 en
individuos crénicamente infectados. Muestras de CMSP criopreservadas fueron tefidas
simultdneamente con 7 anticuerpos monoclonales distintos, cada uno unido a un
fluorocromo diferente (CD4, CD57, CD45RA, CD27, CD28, CD62L y CCRY7), luego fueron
analizadas por un citdbmetro de flujo de Cyan (Dako). Los niveles de linfocitos T virgenes (A),
Memoria Central (B), Memoria efectora (C), y Efectores altamente diferenciados (D) fueron
cuantificados como porcentaje del total de linfocitos T CD4 (izquierda) y como porcentaje del
total de linfocitos (derecha). Se realiz6 el test de Mann-Whitney T, P<0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

9,6% 11% 42.2% - 15% 18% 56%

T_;' CCRY t—) CCR7

Figura 26. Andlisis multi-paramétrico de los niveles de diferentes subpoblaciones de linfocitos
T CD8" en individuos infectados y controles. Los rectangulos negros que remarcan los
cuadrantes del grafico de puntos indican la poblacion que fue seleccionada como “gate”
parental del siguiente grafico (sefialado con una flecha). En la esquina superior se puede
observar el porcentaje de células en el cuadrante correspondiente.

Al comparar los niveles de distintas subpoblaciones de linfocitos T CD8" (Figura 26),
observamos una disminucion estadisticamente significativa en los niveles de linfocitos T
virgenes y un aumento en la frecuencia de células efectoras y de memoria efectora, pero no de

ETD (Figura 27A, 27B y 27C).
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Figura 27. Niveles porcentuales de diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD8" en
individuos crénicamente infectados. Muestras de CMSP crio-preservadas fueron tefiidas
simultdneamente con 7 anticuerpos monoclonales distintos, cada uno unido a un
fluorocromo diferente (CD8, CD57, CD45RA, CD27, CD28, CD62L y CCRY7), luego fueron
analizadas por un citdbmetro de flujo de 7 colores. Los niveles de linfocitos T virgenes (A),
Memoria efectora (B), y Efectores altamente diferenciados (C) fueron cuantificados como
porcentaje del total de linfocitos T CD4 (izquierda) y como porcentaje del total de linfocitos
(derecha). Se realiz6 el test de Mann-Whitney T; P<0,05 fue considerado estadisticamente
significativo. Expresion de marcadores en linfocitos T CD8"CD57" de pacientes y controles
(D). La poblacion de linfocitos efectores altamente diferenciados puede ser cuantificada de
manera similar con la combinaciéon de marcadores CD8"CD27-CD28 CD62L CCR7 CD57,
como con la combinacién CD8*CD57" tanto en controles como en individuos infectados
asintomaticos (lzquierda y derecha, respectivamente).

Empleando diferentes combinaciones posibles de los marcadores evaluados, se realiz6 un
estudio intensivo de diferentes subpoblaciones no observandose diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de dichos linfocitos en los individuos infectados asintomaticos y

no infectados.

Idealmente necesitamos identificar la minima combinacion de marcadores que permita
cuantificar de manera simple los niveles de las subpoblaciones de linfocitos T que se
encuentren alterados debido a la infeccién crénica asintomatica con T. cruzi. De acuerdo
con esto, las células T CD8" con alto grado de diferenciacion (CD45RA"CD27"CD28 CCR7~
CD57") podrian ser un buen candidato. Un gran panel de anticuerpos no resulta practico en el
trabajo de rutina, y por este motivo evaluamos la minima combinacion de anticuerpos que
permiten medir adecuadamente a estos linfocitos T con alto grado de diferenciaciéon. Como se
muestra en la Figura 27D encontramos que debido a que la gran mayoria de los linfocitos
CD8*CD57" no expresan los marcadores CD45RA, CD27, CD28, ni CCR7 es posible detectar
una poblacién que coincide en tamano y fenotipo con la subpoblacion CD8"CD45RACD27-

CD28 CCR7°CD57" utilizando solamente la combinacion CD8, CD57 (Figura 27D).

Como segunda estrategia, decidimos estudiar los niveles en sangre de linfocitos con el
fenotipo de los especificos contra T. cruzi. Estudios previos de nuestro laboratorio,
demostraron que los linfocitos T especificos (CD4 y CD8) contra T. cruzi poseen expresion de
CD45R0O, CD27 y CD28, pero no de CD57 ni CCR7. Dicha subpoblacion pertenece a un

subgrupo de linfocitos con experiencia antigénica (CD45RO*CD45RA™), con bajo grado de
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diferenciacion (ya que son CD27°CD28") y, a diferencia de los linfocitos de memoria central, no
expresan CCR7". Para analizar el nivel de dichos linfocitos entre los linfocitos T CD8" (“Gate”
1), se selecciond a los que no poseian expresion de CD45RA ni de CD57 (“Gate” 2, Figura
28A). De los linfocitos del “Gate” 2 se selecciond a los que si poseian expresion de CD27 y
CD28 (“Gate” 3); y finalmente sobre esos linfocitos (“Gate” 3: CD8'CD45RACD57~
CD277CD28") se midi6 la expresion del receptor de quemoquinas CCR7. Como se muestra en
la figura 28, durante la infeccidn cronica por T. cruzi se observa un descenso estadisticamente
significativo en los niveles de linfocitos T CD8'CD45RA"CD57 CD27*CD28"CCR7*. Los
linfocitos T CD8 de memoria central se encuentran disminuidos tanto como porcentaje del total
de células indiferenciadas (CD45RACD57 CD27°CD28*, Figura 28B) como del total de

linfocitos (Figura 28B, panel derecho).
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Figura 28. Niveles de linfocitos T CD8 con experiencia antigénica pero con bajo grado de
diferenciacidn en pacientes asintomaticos cronicamente infectados y controles no infectados.
A) Estrategia de “gating” para medir el porcentaje de células T con bajo
grado de diferenciacién. B) Las células T con bajo grado de diferenciacién (CD8 * CD45RA™
CD57-CD27*CD28") fueron divididas en CCR7* y CCR7 (correspondiendo a MC y ME
temprana, respectivamente) y se midieron como el porcentaje de linfocitos totales (derecha)
o como el porcentaje de células T con bajo grado de diferenciacién (izquierda) en CMSP
de 39 personas (7 controles y 32 sujetos controles con infeccién crénica sin miocardiopatia
dilatada). Prueba T de Student se llevé a cabo, y P<0,05 fue considerado estadisticamente
significativo. ** P<0,001.

1.6. Otros mecanismos de regulacion negativa de la respuesta inmune
Para evaluar la posibilidad de que otros mecanismos de regulacion negativa estén

involucrados en la disminuida respuesta celular T especifica en los pacientes con
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sintomatologia severa, analizamos la frecuencia y el fenotipo de los linfocitos Tregs y la
expresion del ligando de LIR-1, HLA-G; en linfocitos T totales en pacientes crénicamente
infectados con T. cruzi con diferente grado de compromiso cardiaco.

1.6.1. Niveles de linfocitos T regulatorios en sangre periférica de pacientes
cronicamente infectados con T. cruzi

Los niveles de linfocitos Tregs fueron medidos mediante citometria de flujo a partir de CMSP
de 36 individuos: 21 individuos infectados (12 individuos infectados asintométicos y 9 con
sintomatologia cardiaca severa, denominados GO y G3, respectivamente) y 15 controles
seronegativos (9 individuos de zona endémica y 6 de zona no endémica). Los Tregs fueron

identificados utilizando los marcadores CD4, CD25, FOXP3 y CD127.

Antes de comparar los niveles de linfocitos Tregs en los pacientes asintomaticos, sintomaticos
y controles, determinamos la combinacién de marcadores que resultara mas adecuada para
detectar homogéneamente a esta subpoblacién linfocitaria. Estudios previos han utilizado la
combinacion CD4*CD25™" para determinar la frecuencia de linfocitos Tregs en pacientes con
enfermedad de Chagas. Sin embargo, el factor de transcripcion maestro FOXP3 es el
marcador mas distintivo de los linfocitos Tregs. En nuestros pacientes la combinacion de
marcadores CD4 y CD25 no resultd adecuada ya que el porcentaje de linfocitos T
CD4*CD25™' y el porcentaje de linfocitos T CD4*FOXP3* para cada paciente no correlaciona
linealmente (Figura 29). Por el contrario observamos una fuerte correlacion (r=0.82, P<0,0001)
entre los porcentajes de linfocitos T CD4"FOXP3*CD127" y linfocitos T CD4*CD25"CD127~
(Figura 29). Como se muestra en la Figura 29 la gran mayoria de los linfocitos T CD4*"FOXP3*
son CD25*CD127", por esta razon definimos que tanto la combinacion de marcadores CD4,
FOXP3, y CD127; como la combinacion CD4, CD25, y CD127, es consistente con la

identificacion de linfocitos Tregs.

Los niveles de linfocitos Tregs CD4°'CD25°CD127~ no difieren significativamente entre los
controles de zona endémica (MediatDS= 5,3%*2,5%) y los grupos de pacientes infectados,

tanto asintomaticos (G0, MediatDS= 5,1%%2,3%) como con sintomatologia severa (G2-G3,
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MediatDS= 5,3%+2,6%). De la misma manera, no se encontraron diferencias entre los grupos

de pacientes infectados asintomaticos y sintomaticos (Figura 29C).
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Figura 29. Niveles de Tregs en pacientes con enfermedad de Chagas cronica e individuos no
infectados. Expresién de CD25, CD127 y FOXP3 sobre la poblacién de linfocitos T CD4". A)
Correlacién entre el porcentaje de linfocitos T CD4*CD25" y el porcentaje de linfocitos T
CD4*FOXP3*. B) Medicién porcentual de linfocitos Treg utilizando anticuerpos anti-CD4,
CD25y CD127 o CD4, CD25 y FOXP3 C) Niveles de Tregs en pacientes con enfermedad de
Chagas (G2-G3), infectados asintomaticos (GO) y controles seronegativos (de zona
endémica [SN-E] y no-endémica, [SN no-E]). Para el andlisis estadistico se utiliz el test de
Kruskal-Wallis. P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

1.6.2. Ensayos de deplecién y purificacion de Tregs
A pesar de que no hubo diferencias entre la frecuencia de linfocitos Treg entre los distintos

grupos, estudiamos si la deplecién de esta subpoblacién mediante anticuerpos ligados a
particulas magnéticas era capaz de alterar la respuesta T productora de IFN especifica. Se
probaron distintos protocolos de aislamiento de Tregs y se comprob6 que la subpoblacién de
linfocitos T CD4" extraida mediante las beads magnéticas poseian el fenotipo CD25*CD127~
con una pureza del 85-95% (Figura 30A). A pesar de haber probado distintos protocolos de
deplecién de Tregs, en la mejor de las condiciones probadas sélo se observé una disminucién
parcial de los niveles de linfocitos Treg (Figura 30B). No se observaron diferencias entre las
respuestas a los antigenos del virus HIN1 en pacientes control, ni a antigenos de T. cruzi en
CMSP de pacientes infectados (ambos vacunados previamente) cuando las mismas eran
parcialmente depletadas (disminuciones de un 20% a un 45%) de esta subpoblacion

linfocitaria.
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Figura 30. Ensayos de deplecién de linfocitos Treg. A) Se probaron diversos protocolos de
deplecion y en el grafico se muestra el porcentaje de linfocitos T CD4"FOPX3" en el control y
en el depletado. Se muestran los resultados de la deplecién luego de de la deplecién se
muestran los promedios obtenidos antes y después de 3 protocolos de deplecién. B)
Expresion de CD127 vs CD25 en linfocitos T CD4* de un mismo individuo antes (lzquierda) y
después de la deplecién (Derecha); se denota también la expresién de CD127 vs CD25 en
linfocitos CD4*FOXP3* antes de la deplecion (Medio); fenotipo coincidente con las células
depletadas.

1.6.3. Expresion de HLA-G en células mononucleares de sangre periférica
En los apartados 1.2.3 y 1.4 observamos que existe un aumento de los linfocitos T LIR-1" en

sangre periférica de los pacientes crénicamente infectados, y que los mismos disminuyen
luego del tratamiento parasiticida. Por este motivo y para comprender el potencial rol de este

receptor inhibitorio decidimos estudiar la expresion de su principal ligando, la molécula HLA-G.

Como se muestra en la figura 31, observamos muy baja proporcién (mediana de todos los
grupos < 1%) de linfocitos T CD4", CD8", linfocitos B y monocitos (Figura 31A) con expresion
de HLA-G, tanto en individuos controles, como en individuos crénicamente infectados,

sintomdticos y asintomaticos (Figura 31B).
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Figura 31. Baja expresion de HLA-G en células mononucleares de sangre periférica. A)
Graficos de puntos representativos de la expresion de HLA-G en las distintas
subpoblaciones de células mononucleares de sangre periférica (1= linfocitos; 2=monocitos).
B) La expresion de HLA-G resulté ser muy baja en 14 individuos estudiados (GO0, n=5; G3,
n=5; SN no-E, n=4.
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Resultados Parte 2. Estudios en tejido cardiaco de pacientes con
enfermedad de Chagas cronica

Resultados previos del laboratorio muestran que en sangre periférica los linfocitos T
productores de IFN-y especificos contra T. cruzi presentan bajo grado de diferenciacion. El
bajo grado de diferenciacién en dichos linfocitos lo hemos caracterizado por la ausencia de
expresion de LIR-1 y de CD57, y por la expresion de CD45RO, CD27 y CD28. Ademas,
observamos que en sangre periférica, especialmente en los sintomaticos, los niveles de
linfocitos T con alto grado de diferenciacién estan aumentados, mientras que los de bajo grado
de diferenciacion estan disminuidos. Ademas, observamos que luego del tratamiento
antiparasitario, los linfocitos T con alto grado de diferenciacion (i.e. CD4*LIR-1%) disminuyen

sus niveles, mientras que los CD4*LIR-1" (i.e. menos diferenciados) aumentan.

Con el fin de caracterizar los tipos celulares presentes y su posible rol durante la patologia de
la enfermedad de Chagas, se analizaron corazones de pacientes transplantados (Tabla 4). Se
determiné la composicion celular (i.e. CD3, CD4, CD8, CD20, CD21, CD68, CD57), la
expresion de moléculas coestimuladoras (i.e. CD27), la expresion de receptores inhibitorios
(i.e. HLA-G, PD-1, CTLA-4), factores de transcripcion de TH1 o células T reguladoras (i.e.
Tbet, FOXP3), marcadores de senescencia y diferenciacién (i.e. CD57, CD45RA) y un
marcador de ciclo celular activo (i.e. Ki67). De esta manera, determinaremos qué relacién
existe entre lo observado en sangre periférica, respecto a las células T especificas, los
linfocitos T totales, y los cambios observados en sangre periférica luego del tratamiento

antiparasitario con lo que se observa en el tejido cardiaco.

2.1.Composicion leucocitaria del infiltrado inflamatorio en pacientes con
miocardiopatia chagasica cronica

Como puede observarse en la Figura 32A, los pacientes 1, 2, 3 y 4 mostraron un infiltrado
inflamatorio severo difuso y los pacientes 5, 6, 7 y 8 mostraron un niumero variable y mas
reducido de células infiltrantes. La presencia de T. cruzifue analizada por la observacion

directa de amastigotes y la misma pudo ser evidenciada sélo en el Paciente 1. Por otra parte,
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la presencia de T. cruzi en el septum interventricular de los pacientes 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 pero

no en el Paciente 8 fue demostrada por PCR en un trabajo anterior.

Como se muestra en la Tabla 7, los pacientes con altos niveles de linfocitos infiltrantes también
presentaron los mayores niveles de linfocitos T (CD3, CD4, y CD8) y mayor expresion de Ki67
y T-bet (marcadores de proliferacién y TH1, respectivamente). En la Figura 32, se muestra que
el porcentaje de células T (CD3, CD4 y CD8 positivos) fueron mayores en las regiones
conmayor grado deinflamacion (Figura  32B).La  proporcion de macréfagos y
células dendriticas (CD68") en las regiones con los mas altos niveles de infiltracién fue similar
(aproximadamente 20%) a la proporcidbn de las mismas en areas del tejido con una
menor inflamacion (Figura 32B, 32C). Por otro lado, los linfocitos B (CD20*) se observaron sélo
en ciertas dreas que presentaban alto grado de inflamacidén,y la proporcion de estas

células oscil6 entre 0-13% del total infiltrado (mediana = 2%, Figura 32B, 32C y Tabla 7).
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Figura 32. Grado de inflamacion y composicién del infiltrado inflamatorio en el corazén de
pacientes cronicamente infectados con T. cruzi. A) Numero total de células no miociticas
en 120 campos [magnificacién original (OM) 400X] analizados de 8 pacientes
con enfermedad de Chagas (n= 8). Las flechas indican los campos en los que se
detect6 presencia del parasito mediante la observacion directa de amastigotes tefiidos con
hematoxilina. B) Fotos representativas de la inmunohistoquimica de linfocitos T (CD3"),
linfocitos T citotéxicos (CD8Y), linfocitos T colaboradores (CD4"), macréfagos y
células dendriticas (CD68") y células B (CD20%). C) Para cada paciente calculé el nimero
total de células no miociticas positivas y negativas para cada marcador en 10
HPF (OM 400X). A partir de ello se calculé el porcentaje de células positivas (eje Y) por
campo (400X).

2.2 Evaluacion de receptores inhibitorios y marcadores asociados al
grado de diferenciacion y agotamiento de linfocitos T
En la seccion anterior (Parte 1) encontramos una mayor expresion de CTLA-4 que de LIR-1 en
los linfocitos T especificos contra antigenos de T. cruzi. Ademas, observamos que los linfocitos
T LIR-1" son linfocitos con alto grado de diferenciacion que estan aumentados en sangre

periférica y disminuyen luego del tratamiento antiparasitario. Con el fin de determinar cudl es la
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relacién entre lo que sucede en sangre periférica y en el corazén de los pacientes con
enfermedad de Chagas, nos propusimos investigar la expresion de CTLA-4, una molécula
inhibitoria de la respuesta inmune, y de distintos marcadores asociados al grado de

diferenciacion de los linfocitos T en los linfocitos presentes en la miocarditis Chagasica cronica.

2.2.1. Expresion de CTLA-4

La expresién de CTLA-4 fue evaluada en corazones de pacientes cronicamente infectados con
T. cruzi que fueron sometidos a trasplante cardiaco (n=8). La expresion de CTLA-4 se
encontré asociada a niveles de inflamaciéon moderada a severa. La cual fue observada en 5 de
las 8 tejidos analizados (Figura 33A). En promedio el 12% de las células mononucleares
presentes (rango= 4%-36%) en el infiltrado cardiaco presentaron expresion de CTLA-4. Sin
embargo, la expresion de CTLA-4 parece no ser distintiva de los linfocitos infiltrantes de
pacientes con enfermedad de Chagas, ya que los sujetos con MCG (n=2) también presentaron
expresion de esta molécula, inclusive en las células gigantes multinucleadas caracteristicas de
esta patologia (Figura 33C). Por otro lado la tinciébn con CTLA-4 resultdé negativa en los
corazones con miocardiopatia dilatada idiopatica, en la cual no se encuentra inflamacién, pero
si se observa una cardiomegalia similar a la de los pacientes con enfermedad de Chagas
(Figura 33D). Ademas se realiz6 una doble tincion de inmunofluorescencia para determinar si
la expresion de CTLA-4 en las células infiltrantes se encontraba en linfocitos T (CD3", Figura

34).
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Figura 33. Expresién de CTLA-4 en el corazdn de pacientes con enfermedad de Chagas. La
expresion de CTLA-4 fue detectada por inmunohistoquimica en corazones provenientes de
pacientes con enfermedad de Chagas sometidos a trasplante. Se muestran 2 fotos
representativas de distintos pacientes con enfermedad de Chagas donde se observan
células CTLA-4" (flechas). Aumento original 400X (A y B, el “inset” posee un aumento de
1000X). En MCG, se observa presencia de células CTLA-4" (flechas, C) y células gigantes
multinucleadas caracteristicas (Flecha vertical, C). Aumento original 400X. No se observan
células CTLA4" en el corazdn de pacientes con miocardiopatia dilatada idiopatica (D).
Aumento original 400X.

En la miocarditis chagasica cronica la expresion de CTLA-4 se observé mayoritariamente en

linfocitos T CD3" (cabezas de flecha, Figura 34).

A

Figura 34. CTLA-4 se expresa en linfocitos T infiltrantes en el corazdn de pacientes con
miocarditis chagasica. Tincion doble de inmunofluorescencia con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CTLA-4. Del total de células CD3" presentes en el miocardio de pacientes con
miocarditis activa (A) una baja proporcion mostré expresion de CTLA-4 (B). Los nucleos de
las células fueron tefiidas con DAPI (C). Las cabezas de flechas indican las células CTLA4".
Se muestra también la superposicion de A, By C (D) lo que permite observar las células con
doble tincion y las células con simple tincion CD3*CTLA-4" (flecha entera). Aumento original
400X.

2.3Marcadores de diferenciacion en la miocarditis chagasica crénica
Nos propusimos investigar el infiltrado inflamatorio, grado de diferenciacion de los linfocitos
que migran al corazén de los pacientes con enfermedad de Chagas utilizando los marcadores
CD57, CD27, PD-1 y CD45RO0. En la tabla 7 se muestra el resumen de la cuantificacién de la

mediana del numero total de células positivas para cada uno de los marcadores utilizados.
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Tabla resumen de inmunohistoquimica de todos los pacientes.
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2.3.1. Expresion de CD57
La expresién de CD57, un marcador que aumenta con el numero de ciclos replicativos, resultd

ser baja, independientemente del grado de inflamacion (Figura 35). El Paciente 3 present6
mayor numero de células CD57 en el tejido que los demas pacientes, aunque las mismas
nunca superaron el 10% de las células infiltrantes (Figura 35C y Tabla 7). Como se observa en
el Paciente 3, de los 10 campos analizados no se observé mayor proporcion de células CD57

en las zonas de mayor inflamacion.
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Figura 35. Expresion de CD57 en el corazén de pacientes con enfermedad de Chagas. A)
Foto representativa (Paciente 1) de la expresién de CD57 en el infiltrado inflamatorio. B)
Expresion de CD57 en el centro germinal del tejido linfoide secundario (ganglio linfatico,
control positivo). C) Cuantificacion del total de células CD57 negativas y CD57* en cada uno
de los 10 campos analizados en los 8 pacientes con enfermedad de Chagas.

2.3.2. Expresion de CD27
En contraste con CD57, la expresion de la molécula coestimulatoria CD27, se observd en una

proporcién importante de los linfocitos infiltrantes (Tabla 7) y la misma se correlacion6

positivamente con el nivel de infiltrado inflamatorio (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de la molécula coestimulatoria CD27 en linfocitos en el corazén de
pacientes con enfermedad de Chagas. A) Foto representativa (perteneciente al Paciente 1)
de la expresion de CD27 en el infiltrado inflamatorio. B) Expresion de CD27 en el centro
germinal de un ganglio linfatico (control positivo). C) Cuantificacion del total de células CD27~
(barra gris) y CD27" (barra negra) en cada uno de los 10 campos analizados en los 8
pacientes con enfermedad de Chagas.

2.3.3. Expresion de PD-1

El receptor PD-1 ha sido propuesto como el marcador por excelencia de agotamiento
inmunolégico debido a que se encuentra incrementado en enfermedades cronicas donde se
observa una gradual extenuacién de la respuesta inmune del huésped. Ademas este receptor
es expresado por células T colaboradoras foliculares, las cuales presentan expresion de CD57,

1.4 192 pPor este motivo estudiamos la expresién PD-1 en corazones de

ademas de PD-
pacientes con enfermedad de Chagas. Los linfocitos presentes en la miocarditis chagasica no
presentan expresién de este receptor inhibitorio (Figura 37A y 37B). Interesantemente,
observamos expresion de PD-1 solamente en estructuras linfoides terciarias perivasculares

(Figura 37B y Figura 48), las cuales fueron observadas so6lo en los pacientes con mayor

infiltrado (Pacientes 1, 2, 3 y 4, Figura 32). La expresién de PD-1 en estos foliculos en el
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corazon se asemeja al patron de expresion observado en foliculos linfaticos (Figura 37C) de

ganglios normales.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3

g & 8 8
B g & 8

8

Células por campo

Células por campo
Células por campo
Celulas por campo

0 o o
12345678810 12345678910 123456678910 123456788310

Paciente 5 Paciente 6 Paciente 7 Paciente 8
150

o5 &8 8 8 ¥
Celulas por campo

Células por campo

Células por campo
Celulas por campo

0 0 0
122345678810 12345678910 12345678810 1234567881

Campo 400X

Figura 37. Ausencia de expresion del receptor inhibitorio PD-1 en el infiltrado intramiocéardico
de pacientes con enfermedad de Chagas. A) Foto representativa (perteneciente al Paciente
1) de la ausencia de expresion de PD-1 en el infiltrado inflamatorio presente en los pacientes
con enfermedad de Chagas. B) La expresion de PD-1 pudo ser observada en el corazéon de
los pacientes, pero solo en estructuras linfoides terciarias, comprobando la sensibilidad de la
técnica y la confirmacion de la calidad del tejido. C) La expresién de PD-1 se puede observar
en el centro germinal de tejido linfoide secundario (ganglio linfatico, control positivo). D)
Cuantificacién del total de células PD-1 negativas y el total de células PD-1* por campo en
10 campos representativos de cada uno de los 8 pacientes.

Las células T infiltrantes son principalmente CD45RO*, CD27*,y CD57- (Figuras 35-38),
presentando un fenotipo similar a la de los linfocitos T especificos productores de IFN-y

observadas en sangre periférica.'®* 6% 17
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Figura 38. Conjunto de marcadores de diferenciacion de linfocitos T presentes en la
miocarditis chagasica crénica. Cada punto en los graficos indica el numero total de células
no miociticas (eje X) contadas en un campo versus el porcentaje resulté positiva para cada
marcador (eje Y). Este analisis se realizé en 10 HPF (400X) por marcador en cada uno de
los pacientes con enfermedad de Chagas (n= 8). A) Foto representativa (izquierda) y la
proporcion linfocitos T con experiencia antigénica (CD45RQO", derecha) en relacion al grado
de infiltracion leucocitaria. B) Foto representativa (izquierda) y la proporcion linfocitos T
con bajo grado de diferenciacién (CD27"). C) Foto representativa (izquierda) donde se
observa escasez de linfocitos T totalmente diferenciados CD45RA™ (molécula también
presente en linfocitos T virgenes, y linfocitos B). D) Foto representativa (izquierda) y la
proporcién linfocitos T efectores altamente diferenciados (CD57*, derecha) en relacién al
grado de infiltracion.

La molécula CD45 presenta variantes por splicing alternativo y la expresién de la variante
CD45RO0 en los linfocitos T indica que los mismos poseen experiencia antigénica. Es decir,
que los mismos han sido activados por primera vez en tejidos linfoides secundarios por células
dendriticas. En el corazdn de los pacientes con Chagas, una gran proporcion de las células T

infiltrantes también resultaron ser CD45RO"* y CD45RA".

En resumen, estos resultados indican que la gran mayoria de los linfocitos T presentes en el
corazon de los pacientes, presentan marcadores de experiencia antigénica pero con bajo
grado de diferenciacién (CD27*CD45RO" CD45RA™ PD-1"CD577). Cabe destacar que CD57 y
CD45RA son marcadores presentes también en células NK, las cuales también serian

infrecuentes en el corazon de los pacientes, como fue descripto anteriormente.
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2.4 Fenotipo de los linfocitos reclutados hacia el miocardiocito infectado.
Durante el analisis por inmunohistoquimica, mas de 1200 fotos de microscopia fueron
detenidamente observadas y cuantificadas (nimero de células con tincion positiva y el total de
células por campo) paradiferentes marcadoresy so6lo se observaron dos nidos
de amastigotes en diferentes miocitos cardiacos (en el Paciente 1, Figura 39 y Figura 40). Uno
de los nidos de parésitos present6 con un alto nimero de células a su alrededor (Figura 39A),
mientras que el otro no presentd un infiltrado inflamatorio concentrado a su alrededor (Figura
39B). Ademas, se puede observar que el nido de amastigotes de la figura 39B, aquel que no

muestra linfocitos circundantes, muestra un mayor niumero de amastigotes intracelulares.

A

ey e
oy = - 4 - A
Figura 39. Presencia de leucocitos en las cercanias de un miocito infectado. A) Foto (MO
200X) de inmunohistoquimica (CD68) mostrando un gran numero de linfocitos en las
cercanias del miocito infectado (flecha). A la derecha se muestra el miocito infectado con
mas aumento (400X). B) Foto (MO 400X) de un miocito conteniendo un nido de amastigotes
mayor al observado en A) (Flecha gris). A la derecha se muestra una foto de mayor aumento
(Magnificacion original 1000X) y se denota la presencia de Eosindfilos (fleches negras) y un
plasmocito (Flecha violeta) en las cercanias del miocito.
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Con el fin de caracterizar el fenotipo de las células circundantes al miocito infectado (Figura
39A y 40A), se realizaron cortes seriados del miocardiocito infectado y se estudié en los
mismos la expresion de CD45RA, CD45R0O y CD57. La mayoria de las células préximas al
miocito infectado resultaron ser CD45RA™, CD57-, CD45R0O", (Figura 40), CD20™ (datos no
mostrados) y un numero menor resultaron ser CD68" (Figura 39A). La expresion de CD45RA,
en el mismo corte de tejido fue detectado en células distantes al miocito infectado. Esto
evidencia que la débil tincibn observada en las cercanias del miocito infectado no es
consecuencia de un problema técnico de la tincién, o una caracteristica de las células positivas

para este marcador (Figura 40D).

infectado. Fotos provenientes del Paciente 1. A) Inmunohistoquimica (100X) para la
deteccion de CD45RA, (recuadro de la derecha, 400X) en linfocitos (flecha) que rodean al
miocito cardiaco infectado (recuadro, flecha vacia). B) Foto (magnificacién original, 100X) de
inmunohistoquimica para la deteccion de CD45R0O, mostrando abundantes CD45RO"
rodeando el miocito cardiaco infectado (flecha abierta, 400X). C) Foto (magnificacion
original, 100X) para la deteccién de linfocitos CD57* (flecha negra) alrededor del

miocito infectado (flecha abierta, Magnificacion original 400X). D) S e muestra que en
algunos sectores del mismo corte se pudieron observar células con alta expresiéon de
CD45RA (izquierda). Como control positivo para CD57 se utilizaron centros germinales

de tejido linfoide secundario, los cuales mostraron el patron de tincién esperado (derecha).

Como mostramos previamente (Figura 38A y Figura 40B) se encontraron mayores porcentajes
de linfocitos T CD45RO" y linfocitos T con bajo grado de diferenciacion en las regiones con alto

grado de infiltrado leucocitario. Esta seria la primera evidencia de que en el transcurso natural
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de la infecciébn humana, al menos en pacientes sintomaticos, un miocardiocito infectado seria
capaz de reclutar cientos de células T con experiencia antigénica y con bajo grado de
diferenciacion  (Figura 40); certificando resultados previos obtenidos en modelos

experimentales.

2.4.1.1. Reclutamiento preferencial de linfocitos T con experiencia antigénica y
bajo grado de diferenciacion

Dado que el miocito infectado posee un gran nimero de células proximas al mismo (Figura
40), nos propusimos estudiar si los diferentes tipos celulares atraidos hacia el mismo, lo hacen
con la misma eficacia. De esta manera, si los distintos tipos celulares presentan el mismo
grado de quimiotaxis, entonces la proporcion de células expresando un determinado marcador
(CD45R0) sera constante a distintas distancias del miocito infectado. Si por el contrario, a
distancias progresivamente mas pequefnas al miocito infectado existe un aumento en la
proporcion de linfocitos CD45R0O, entonces podremos inferir que las mismas son mas atraidas
hacia el miocito que las CD45R0O negativas. Como se muestra en la Figura 41, se calcul6 la
proporcion de células CD45RO0 positivos a distintas distancias (diametros, ver Figura 41) del
miocito infectado y se contrasté estadisticamente mediante la prueba O-ring (estadistico en
dos dimensiones) para comparar patrones de puntos. Para realizar este test (ver materiales y
métodos) se realizaron 999 simulaciones de Monte Carlo, simulando distribuciones en 2D
aleatorias manteniendo las posiciones y las proporciones de los distintos tipos celulares
identificados en la foto original. Con las simulaciones de Monte Carlo se generé un intervalo de
confianza que varié segun la distancia al miocito infectado. La distribucién observada en la
foto se compar6 con el intervalo estadistico generado por las distribuciones al azar. Como
resultado, observamos unaumento estadisticamente significativo enla proporcién de
células CD45RO" en las cercanias del miocito infectado (Figura 41, P <0,0001). Estos
resultados sugieren que existe un reclutamiento mas eficiente de los linfocitos CD45RO"
comparado a los otros tipos celulares. Otra posible explicacion, ademas de la quimiotaxis
diferencial, es que exista proliferacion in situ de los linfocitos CD45RO", lo cual podria explicar

también la elevada proporcion de linfocitos con este fenotipo cerca de la célula infectada.
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Figura 41. Andlisis espacial de linfocitos T con experiencia antigénica y bajo grado de
diferenciacidn en las cercanias de un miocardiocito infectado. A) Foto de
inmunohistoquimica para CD45R0O (MO 200X). B) La posicion de los 933 linfocitos CD45RO"
(puntos rojos) y de 428 células CD45RO™ (puntos azules) fueron contados y posicionados
manualmente mediante la aplicacion “Cell Counter” del programa ImagedJ. Luego se realiz
un grafico de puntos de las posiciones de las células. C) Superposicion de la foto y las
células CD45R0O" y CD45R0O™. D) Analisis mediante el test O-ring para patrones de
puntos. El intervalo de confianza, se muestra con dos lineas grises (P<0,001, E12-y E12+) y
fue determinado mediante 999 simulaciones de Monte Carlo utilizando el software
“Programita’. El limite superior del intervalo de confianza (linea superior de color gris, E12+)
delimita un agrupamiento no estadisticamente significativo de células CD45RO" alrededor
del miocardiocito infectado y el limite inferior (E12-) delimita repulsion no estadisticamente
significativa. P <0,001 fue considerado estadisticamente significativo.

2.5.Marcadores funcionales: Proliferaciéon, Apoptosis y perfil de
citoquinas en la miocarditis chagasica crénica.

El infiltrado inflamatorio en el corazén esta compuesto por linfocitos de memoria efectora con
bajo grado de diferenciacion, los cuales pueden agruparse en las cercanias de las células
infectadas. Esta subpoblacion posee alto potencial proliferativo y funcional; por ello nos
preguntamos si las células T proliferanin situ y qué perfil funcional presentan. Para
abordar este objetivo, se realiz6 la tincion de Ki67, Caspasa-3 activa, T-bet, FOXP3 y HLA-
G por inmunohistoquimica en todos los pacientes con enfermedad de Chagas y en pacientes
con MCG.
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2.5.1. Proliferacion in situ de linfocitos durante la miocarditis de la enfermedad de
Chagas

Como se muestra en la Figura 42, en la miocarditis de la enfermedad de Chagas se observa
un alto numero de células Ki67*, las cuales comprenden hasta un 35% del total de
células infiltrantes. EI  numero de células totales porcampofue menor enla
miocarditis chagasica que en MCG (Figura 42B panel derecho, P<0,001), mientras que numero
de células Ki67" resultd6 notablemente mayor en los pacientes con miocarditis chagasica que
en la de los pacientes con MCG (Figura 42B panel izquierdo, P<0,0001). Ademas la mayoria
de los linfocitos Ki67 positivos resultaron ser CD3"* (Figura 43A), pero CD8", ni CD20~ (Figura
43), mostrando que la mayoria de los linfocitos T en ciclo celular no serian linfocitos T

citotoxicos (Figura 43D).

Los linfocitos T con bajo grado de diferenciacion poseen capacidad proliferativa y luego de
encontrarse con el antigeno proliferan extensamente y se diferencian en linfocitos “efectores”
con el fenotipo CD27-CD57*CD45RA*"PD1". Estas células se las denomina en la bibliografia
com células “efectoras” ya que no poseen capacidad de migrar a los ganglios ni proliferar, y
ademds se caracterizan por expresar Granzima B y Perforina A. Células con estas
caracteristicas se encuentran ausentes en la miocarditis chagasica crénica de los pacientes
estudiados. Esto significa que las células efectoras en la miocarditis de la enfermedad de
Chagas, no poseerian las caracteristicas tipicas de las células “efectoras” tal y como se las

define en la bibliografia." 181"
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Figura 42. Proliferacion in situ en la miocarditis de la enfermedad de Chagas. Cuantificacién
del nimero de células Ki67~ (barra gris) y Ki67* (barra negra) en 10 campos de cada uno de
los 8 pacientes con enfermedad de Chagas (A) y en pacientes con MCG B). El numero total
de células por campo en los pacientes con gran inflamacion fue comparado entre los
pacientes con enfermedad de Chagas (Pacientes 1, 2, 3y 4) y los pacientes con MCG (C,
izquierda) y el numero total de células Ki67 en los dos grupos fue comparado (C, derecha).
Foto representativa (perteneciente al Paciente 1) de la expresion de Ki67 en el infiltrado
inflamatorio presente en los pacientes con enfermedad de Chagas (D, izquierda) y foto
representativa (perteneciente al Paciente MCG A) de la expresion de Ki67 en un Paciente
con MCG (D, derecha).
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Figura 43. Proliferacion de linfocitos T y B en la miocarditis de la enfermedad de Chagas. A)
Foto representativa (magnificacion original, 400X) de la doble marcacién por
inmunofluorescencia de Ki67 y marcadores de linfocitos T (CD3, CD8) o linfocitos B
(CD21). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). A) CD3 (verde) y Ki67 (rojo); se muestran
abundantes células CD3*Ki67" (recuadro, células con doble marcacion positiva). Marcacién
de CD8 (rojo) y Ki67 (verde), se observan células Ki67*CD8™ (recuadro). Abajo, marcacién
de CD21 (verde) y Ki67 (rojo), sélo se observan células Ki67*CD21". B) Grafico de barras
mostrando la proporcion del total de células Ki67* que presentd expresion de CD3 (arriba,
barra negra) o expresion CD8 (abajo, barra negra). C) Comparacién entre el porcentaje
de células Ki67" que son CD3" vs. el porcentaje que son CD8". D) Representacién
esquematica de la superposicion entre CD3* o CD8" (circulos verdes), y Ki67*

células (circulo rojo).

Las células efectoras diferenciadas poseen siempre teldmeros cortos poseen esta aceptado en
la bibliografia que los linfocitos T entran en un programa de diferenciaciéon hacia células
efectoras luego de la activacion por el antigeno. En la miocarditis de la enfermedad de Chagas

observamos proliferacion de linfocitos T, pero ausencia de linfocitos altamente diferenciados.
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Este hecho puede tener al menos tres interpretaciones, una es que las células activadas antes
de diferenciarse al fenotipo de “efectoras” (tal como se describen en bibliografia), sufren
muerte celular, otra es que luego de activarse y antes de terminar “programa” de diferenciacion
migran hacia la sangre periférica. Por ultimo, es posible que la proliferacion de estos linfocitos
no sea debida a un estimulo antigénico sino debido a citoquinas como IL-2, IL-7 o IL-15 las
cuales median la proliferacibn homeostatica de los linfocitos, pero que no median la
diferenciacién efectora de los linfocitos T virgenes y de memoria.

2.5.2. Marcadores de proliferacion y apoptosis en el corazén de pacientes con
enfermedad de Chagas

Para testear si las células que se encuentran en ciclo celular en el corazén sufren apoptosis,
realizamos tinciones dobles de inmunofluorescencia para marcar Caspasa 3 activa y Ki67. La
forma activa de la caspasa 3 aparece en las células cuando hay senales apoptoéticas o falta de

senales de sobrevida.

Como se muestra en la Figura 44, una baja proporcion de las células Ki67* present6é expresiéon
de Caspasa 3 activa. Cabe destacar que fueron consideradas positivas aquellas células que
contenian mas expresion de caspasa 3 que la tincién control (Figura 44A, derecha), la cual en
algunos casos resulté ser tenue. Estos resultados sugieren que no son las células que se
encuentran en ciclo celular activo aquellas que poseen caspasa 3 activa, un marcador de

apoptosis.

111



Resultados Parte 2

A

KI67 (Rojo) Caspasa-3 (Verde) DAPI (Azul)  KI67 (Rojo) Control (Verde) DAPI (Azul)

.

[ Kie7*Caspasa-3 activa
[ ki67*caspasa-3 activa®
B Ki67 Caspasa-3 activa®

Numero de células por campo
o

wlt 234566738 910111213

Campo de 400X (numerados)

Figura 44. Proliferacion y apoptosis en el corazén de pacientes con enfermedad de Chagas.
A) Izquierda, doble marcacion de Ki67 (rojo) y Caspasa-3 activa (verde). Los nucleos se
tinieron con DAPI (azul). Derecha, doble marcacién de Ki67 (rojo) y control isotipico (verde).
B) Se contaron las células Ki67*Caspasa3™ (barras blancas), Ki67*Caspasa3™ (barras grises)
y las células Ki67 Caspasa3™ (barras negras) en 13 campos representativos (Paciente 1).

2.5.3. Expresion de T-bet en la miocarditis chagasica crénica
El factor de transcripcién T-bet es el regulador maestro de la respuesta TH1y una de sus

funciones mas importantes es la de unirse al promotor y activar la expresion del receptor de IL-
12 (IL-12R), induciendo mas sensibilidad a dicha citoquina. Cuando estas células T se
activan en presencia de IL-12, se activa STAT-4 por fosforilacién transformandose en un factor
de transcripcidén que regula positivamente la expresion de IFN-y. Esta serie de eventos forman
un ciclo que induce la diferenciacion hacia un perfil TH1, el cual es esencial para el control del
parasito. Para comprobar si una respuesta TH1 tiene lugar durante la miocarditis chagasica,
se realizé inmunohistoquimica en secciones de tejido cardiaco con un anticuerpo monoclonal

que reconoce el factor de transcripcién T-bet.

Como se observa en la Figura 45, existe una proporcion importante y significativamente mayor
de células que expresan T-bet (expresidn nuclear) en regiones con alto grado de infiltracién

leucocitaria. Cabe destacar que la expresién de T-bet se observé durante la miocarditis
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Chagasica crénica pero no en la MCG (Figura 45A derecha e izquierda, respectivamente),

evidenciando otra diferencia en el perfil de marcadores funcionales entre estas dos patologias.
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Figura 45. Cuantificacion de los linfocitos TH1 en el infiltrado inflamatorio de pacientes con
miocarditis chagasica crénica. A) Foto representativa (400X) de inmunohistoquimica de T-
bet en un Paciente con miocarditis Chagasica (izquierda) y con MCG (derecha). B) El
numero total de células no miociticas y el porcentaje de células T-bet* (eje Y) por campo
(400X) para cada marcador, fue cuantificado en 10 HPF (OM 400X) para cada uno cd
los pacientes con enfermedad de Chagas (n=8).

2.5.4. Expresion de FOXP3 en la miocarditis chagasica cronica
Si bien no existen diferencias entre los niveles de linfocitos T regulatorios en sangre periférica

en los pacientes estudiados (Figura 30), y no se pudo observar que estén alterados
funcionalmente en los distintos grupos de pacientes infectados, es posible que el potencial rol
de esta subpoblacién linfocitaria sea evidenciada por su presencia en los infiltrados
inflamatorios intramiocéardicos de pacientes con miocarditis chagasica crénica. Uno de los roles
de los linfocitos T regulatorios es migrar a los sitios de inflamacioén favoreciendo la etapa de
resolucién y acelerando el retorno a la homeostasis. Por este motivo se estudi6 la presencia de
linfocitos Tregs en el corazon de 8 pacientes con enfermedad de Chagas crénica en relacion al

total de células inflamatorias por campo.

Como muestra la Figura 46, la frecuencia de los linfocitos FOXP3" fue muy baja (siempre

menor al 4% del infiltrado) respecto al total de linfocitos totales observados en el corazén, pero
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su presencia tuvo una correlacién positiva (P<0,001) con la intensidad del infiltrado
inflamatorio. Se observé mayor proporcion de células FOXP3* (i.e. 8/139 vs. 0/51, Figura 46A)
en algunas zonas de alta inflamacion, y que en las zonas adyacentes con menor grado de

infiltrado inflamatorio.
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Figura 46. Niveles de linfocitos T regulatorios en el corazén de los pacientes con enfermedad
de Chagas cronica. A) Foto (aumento original, 400X) de tincion por inmunohistoquimica de
FOXP3 (izquierda). Cada célula de la foto fue posicionada y se realiz6é un grafico de posicion
de los diferentes tipos celulares (derecha). Se representan a los miocardiocitos como
circulos rosados, a las células FOXP3™ como puntos negros y a los linfocitos FOXP3* como
puntos rojos. Las flechas indican las células FOXP3" y los cuadros enmarcan un sector con
bajo nivel de infiltrado (contorno verde) y un sector adyacente con intenso (contorno rojo)
infiltrado inflamatorio. B) Porcentaje de células FOXP3" en relacion al numero total de
células por campo (izquierda). Se muestra el mismo gréafico que en B) pero con distinta
escala en el eje Y (%FOXP3); lo cual permite observar que el porcentaje de linfocitos Tregs
correlaciona positivamente con el grado de infiltrado inflamatorio.

Estos resultados sugieren que las células T reguladoras son reclutadas a los sitios de

inflamacién para promover la fase de resolucion luego de la eliminacién del antigeno.

2.5.5. Expresion de HLA-G en la miocarditis Chagasica cronica
Observamos en sangre periférica que los linfocitos T de individuos crénicamente infectados

con T. cruzi presentan elevados niveles del receptor LIR-1, pero los mismos no presentan

expresion en sangre periférica de su principal ligando, HLA-G. La molécula HLA-G, una
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molécula no clasica del complejo mayor de histocompatibilidad, se expresa normalmente en el
sincitiotrofoblasto placentario; y parece ser crucial durante el fenémeno de tolerancia materno-
fetal. Como los niveles de expresion de HLA-G en leucocitos de sangre periférica (i.e. linfocitos
y monocitos, Figura 31) podrian no reflejar su potencial rol en la miocarditis de la enfermedad
de Chagas; decidimos estudiar la expresion de HLA-G en el corazén de estos pacientes
(Figura 47A y 47B, respectivamente). En concordancia con lo observado en sangre periférica,
no se observaron células con expresién de HLA-G en los pacientes con miocardiopatia
chagasica crénica. Result6 interesante, que los pacientes con MCG presentaron altos niveles

de expresion de esta molécula inmunoregulatoria en los miocardiocitos (Figura 47B).

Figura 47. Ausencia de expresmn de HLA G el prmmpal ligando de LIR-1, en el corazén de
pacientes con enfermedad de Chagas. A) Fotos representativas (400X) de la expresién de
HLA-G en el corazdn de pacientes con enfermedad de Chagas (A) (n=8); de la MCG (B) y de
placenta (C, control positivo). Se muestra en mayor aumento (original 1000X) la expresion
de HLA-G en los miocitos del Paciente A con MCG (D).

2.6 Presencia de estructuras linfoides ectopicas en el corazéon de los

pacientes con miocarditis chagasica cronica
Como se mostré anteriormente, la expresion de PD-1 en el corazén de pacientes con
enfermedad de Chagas se observo solamente en estructuras linfoides terciarias perivasculares

(Figura 37B) presentes en los casos con mayor inflamacion (i.e. Pacientes 1, 2, 3 y 4). Estas
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estructuras, similares a foliculos linfaticos, se observaron siempre situadas de manera
perivascular (Figura 48). Como se muestra en la figura 48, los foliculos no presentaron
expresion de CD56 (marcador de neuronas, células NK y NKT), pero si presentaron células
CD3*. Ademas, se observo presencia de linfocitos CD20* (linfocitos B) y de linfocitos T CD8", y
una menor frecuencia de células CD68" (macréfagos y dendriticas) (Figura 48).
Interesantemente, los foliculos ectdpicos presentaron alta expresion de expresion de CD21
(presente normalmente en las células foliculares dendriticas). También se evidencié en los

mismos, la expresién nuclear de Ki67 y de T-bet (Figura 48).

Figura 48. Poblaciones linfocitarias y perfil funcional de los leucocitos presentes en los
foliculos terciarios en los corazones de pacientes con miocardiopatia chagasica crénica.
Fotos representativas de inmunohistoquimica de CD56 (400X), CD3 (200X), CD20 (400X),
CD8 (400X), CD68 (200X), CD21 (400X), Ki67 (400X), T-bet (400X) de foliculos linfaticos
ectopicos en el corazén de pacientes con enfermedad de Chagas crénica. Se muestra la
doble tincion de CD21 y Ki67 en un foliculo linfatico de un ganglio linfatico control, donde se
observa el mismo patron de CD21 observado en el corazén de los pacientes con
enfermedad de Chagas. Las flechas indican nucleos Ki67 y T-bet positivos. Las lineas
negras en las distintas fotos denotan el lumen de vasos sanguineos presentes asociados a
la estructura linfoide terciaria. Las lineas punteadas muestran el contorno de un ganglio
nervioso, que presenta expresion de CD56 (NCAM, del inglés “Neural Cell Adhesion
Molecule”) pero no de CD8 o de Ki67.
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Como se muestran en la Figura 47 y 49, los foliculos linfaticos de un ganglio linfatico de un
individuo normal presentd un patrén de expresion de CD21 similar al observado en los foliculos
linfoides observados en el corazdn de los pacientes con enfermedad de Chagas (Figura 37, 40
y Figura 49). Esto significa, que la infeccion crénica humana con T. cruzi se encuentra
asociada a la formacién de estructuras linfoides dentro del corazdn, con presencia de células
que proliferan, células T helper foliculares, células con perfil TH1, y linfocitos T CD8 y B. La
presencia de todos estos componentes sugieren que en el tejido cardiaco se monta una
respuesta inmune humoral y celular coordinada y de gran envergadura las cuales en conjunto

permiten controlar al parasito de manera eficiente pero no completa.
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La inmunidad contra T. cruzi es compleja, y participan en la misma tanto componentes
humorales como celulares T CD4 y CD8. Estas respuestas resultan eficientes para controlar la
infeccion aguda, pero T. cruzi no es completamente eliminado, persistiendo en el huésped de
por vida. En muchos casos, la persistencia del parasito y la continua respuesta inflamatoria
que induce, resulta eventualmente en el dafo tisular asociado a la enfermedad de Chagas

crénica.

En el presente trabajo centramos nuestra atencién en la expresion de receptores inhibitorios
en los linfocitos T especificos contra el parasito de pacientes sintomaticos y asintomaticos.
Encontramos que entre los linfocitos T especificos de ambos grupos la expresion de los
receptores inhibitorios CTLA-4 y LIR-1 es similar. Sin embargo encontramos que el grupo con
cardiopatia severa muestra menor produccién de IFN-y por célula, medido por intensidad
media de fluorescencia. Esto indica, que los linfocitos T especificos no sélo estarian
disminuidos en cantidad, sino que sus capacidades funcionales también estarian reducidas.
Esto podria deberse al agotamiento de los clones de linfocitos T capaces de reconocer

antigenos de T. cruzi de manera eficiente.

Nuestros datos muestran que los linfocitos T CD4* especificos contra T. cruzi presentes en la
sangre periférica y en el corazén de los pacientes con compromiso cardiaco severo expresan
CTLA-4. Cabe destacar que en este trabajo un numero significativo de linfocitos CTLA-4*
fueron detectados en el corazén de pacientes con inflamacién manifiesta. En relacion a esto,
se demostrd6 en un modelo murino de la infeccidn, que una respuesta TH1 robusta es
necesaria para controlar los niveles de T. cruzi, pero estas respuestas necesitan ser

controladas por CTLA-4 de manera de evitar el dafio tisular exacerbado.' '

Durante la infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el nivel de expresion
de CTLA-4 en linfocitos T CD4" productores de IFN-y especificos contra la proteina viral gag,
presentd correlacién positiva con la carga viral y negativa con los niveles de linfocitos T

CD4."** Por esta razén el nivel de CTLA-4 en linfocitos productores de IFN-y especificos contra
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antigenos del HIV fue propuesto en esta enfermedad cronica humana como un nuevo
marcador de progresion de la enfermedad.'® '** La expresion de CTLA-4 en el tejido cardiaco
es probablemente, parte de los mecanismos homeostaticos encargados de controlar el dafio
tisular asociado que tiene lugar durante los procesos inflamatorios de gran envergadura. A su
vez, este mecanismo podria estar limitando la capacidad efectora de estos linfocitos y su
sobrevida. Cabe aclarar, que a pesar que CTLA-4 se encuentra expresado en los linfocitos T
infiltrantes en el corazén'®, hemos observado que hay un gran ndmero de células proliferando
en el corazon de estos pacientes, lo cual indica que en el balance de sefales activadoras e

inhibitorias, la activaciéon terminaria siendo la resultante.

Previamente, hemos demostrado que la mayoria de los pacientes en el estadio mas severo de
la enfermedad poseen una frecuencia de linfocitos especificos contra T. cruzi productores de
IFN-y que es indetectable mediante la técnica de ELISPOT, mientras que la mayoria de los
pacientes asintomaticos presentan respuestas positivas luego del estimulo con un lisado de
amastigotes del parasito.'®® '®* En el presente estudio, observamos la produccién de IFN-y por
parte de los linfocitos T CD4 de pacientes en el estadio mas severo (en aquellos que
presentan niveles detectables de respuesta) esta disminuida en intensidad con respecto a la
cantidad producida por célula en los pacientes asintomaticos. O sea, inclusive en los casos en
que las frecuencias de linfocitos productores de IFN-y fueron similares, la produccién

intrinseca por célula se vio disminuida en los pacientes enfermos.

La expresion de CTLA-4 por parte de los linfocitos T especificos contra el parésito es muy alta
comparada a la expresion observada en los linfocitos productores de IFN-y en respuesta a
antigenos de vacunas (Toxoide Diftérico y Toxoide Tetanico) en linfocitos T CD4 de memoria
especificos (83%x15% vs 5%*8%, respectivamente) en los mismos individuos. Estos
resultados muestran que la expresién de CTLA-4 en linfocitos T productores de IFN-y es una
caracteristica distintiva de los linfocitos especificos contra Trypanosoma cruzi.'®® Cabe aclarar
que Kaufmann et al. mostré que los linfocitos T productores de IFN-y de memoria especificos
contra los antigenos del HIV también poseen niveles altos de CTLA-4. Es decir, la expresién

de CTLA-4 en linfocitos de “memoria” especificos parece ser caracteristica los linfocitos T CD4
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expuestos a antigenos persistentes (7. cruzi, HIV) mientras que los linfocitos de memoria

especificos contra antigenos no persistentes, productores de esa misma citoquina

practicamente no expresan dicha molécula (por ejemplo, Toxoide tetanico y Toxoide diftérico).

No encontramos diferencias en la expresion de CTLA-4 comparando las células T especificas
de pacientes enfermos con las de individuos infectados que no desarrollan patologia. Esto
indica que durante la progresién, el agotamiento, y la disminucion de las células T que
reconocen al parasito, el mayor impacto se da en la proporcion y nimero de linfocitos T
especificos y su capacidad para producir IFN-y. Esto apoya la idea de que el agotamiento
inmunoldgico, en el caso de T. cruzi, no llevaria a una desaparicion total de los linfocitos T, y
que el control de parasito se logra también mediante mecanismos compensatorios. Como se
menciono anteriormente, el alto grado de infiltracion linfocitaria en el corazén de los pacientes
del grupo G3 constituiria uno de dichos mecanismos. En relacién a esto, el estimulo policlonal
los linfocitos CD4 de pacientes crénicamente infectados con compromiso cardiaco severo,
comparado con lo que sucede en infectados asintomaticos y no infectados, resulta en una
marcada tendencia a inducir la expresiéon de CTLA-4 y también, pero en menor medida, a
producir IFN-y (Figura 17). Esta caracteristica se puede observar luego de la activacion
policlonal de los linfocitos T, durante la cual los pacientes sintomaticos inducen niveles mucho
mayores de esta molécula inhibitoria comparado al grupo de control no infectado o al grupo de

individuos infectados asintomaticos.

Los linfocitos T especificos que expresan CTLA-4 producen niveles de IFN-y similares
(medidos por Intensidad media de fluorescencia) a los linfocitos T especificos del mismo
paciente pero que no expresan CTLA-4 (Figura 14) y por ende, a pesar de expresar CTLA-4 la
produccion de IFN-y no estaria siendo inhibida por esta molécula. Sin embargo, para realizar la
tincién intracelular de IFN-y debe agregarse Brefeldina A, una droga disrumpe la via de
secresion de las proteinas transportadas via aparato de Golgi. Por este motivo es posible que
las moléculas de CTLA-4, las cuales normalmente se encuentran en vesiculas intracelulares'®’
, tampoco logren ser transportadas a membrana evitando asi su funcionalidad pero no su

deteccion. Por este motivo, durante los ensayos de funcionalidad se utilizd un ensayo de
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ELISPOT, en el cual no debe agregarse Brefeldina A para detectar la produccion de IFN-y. La
activacion de CTLA-4 y LIR-1 durante la estimulaciéon de linfocitos de memoria con un lisado
de T. cruzi indujo una reduccion significativa en la produccion de IFN-y. Llamativamente,
CTLA-4 se encuentra mas expresado que LIR-1 en los linfocitos T CD4 de memoria
especificos contra T. cruzi (Figura 14), y como mencionamos, observamos que tanto la
activacion de LIR-1 como CTLA-4 produjeron la reduccion de IFN-y especifica (Figura 20).
Esto puede ser debido a que LIR-1 se expresa en normalmente en macroéfagos, linfocitos B y
por ende la activacion de este receptor podria inhibir la presentacion y respuesta de linfocitos T
a distintos niveles. En cambio, la expresion de CTLA-4 es detectable en un porcentaje muy
bajo de las células mononucleares de sangre periférica (i.e. <1% Figura 19), pero en un alto

porcentaje de las células T especificas (i.e. aproximadamente 80%, Figura 14).

La frecuencia de linfocitos T CD4*CTLA-4" totales (en ausencia de estimulacién antigénica)
luego del cultivo por 18 horas en presencia de Brefeldina A (la cual se agrega luego de 12
horas de cultivo) es mayor (Figura 17A) a la que se observa en ausencia de cultivo en los
distintos grupos de individuos (Figura 18,19). Esto se podria deberse, a que la presencia de
brefeldina A, interrumpa el correcto tréfico intracelular de la molécula CTLA-4, la cual
normalmente presenta una vida media corta. Es ampliamente sabido que CTLA-4 se encuentra
normalmente en vesiculas y una vez transportada a membrana es rapidamente endocitada y

degradada por los lisosomas.

Los niveles de CTLA-4 de los pacientes infectados no difieren significativamente de los niveles
observados en pacientes no infectados luego de la estimulacién con un lisado del parasito. Sin
embargo, los pacientes del grupo G3 mostraron menores niveles basales de CTLA-4 en los
linfocitos T CD4 comparado al grupo de individuos seronegativos (8% vs 11%,
respectivamente P<0,05) cuando los mismos eran cultivados en ausencia de estimulacién
antigénica. Aunque es dificil realizar una cuantificacion exacta, la expresién de CTLA-4 sobre
el total de linfocitos T en ausencia de cultivo (Figura 19 y Figura 34) mostré ser mas frecuente
en linfocitos T en el corazén (Figura 34) que en sangre periférica de los pacientes con

miocardiopatia de la enfermedad de Chagas.
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Nuestros resultados muestran que LIR-1 y CTLA-4 son regulados por diferentes mecanismos;
mientras CTLA-4 se induce en los linfocitos T especificos activados, la expresién de LIR-1
parece reflejar el grado de diferenciacién celular que los linfocitos especificos poseen. Como
se muestra en la Figura 23, LIR-1 se encuentra expresada en linfocitos efectores (i.e.

CD57*Perforina®).

La disminucién de los niveles de linfocitos T CD4'LIR-1" periféricos totales luego del
tratamiento con benznidazol, ademas de la disminucién de la respuesta B y T especificas

contra el parasito'’

apoyan la idea de una disminucidén en la exposicion antigénica. También
sugiere que los linfocitos T LIR-1, como es sabido para los linfocitos efectores, serian
dependientes de la presencia del antigeno para sobrevivir, ya que al eliminar al parasito sus

niveles disminuyen. Esto permitiria explicar como se mantienen altos niveles de linfocitos LIR-1

circulantes en estos pacientes.

En conjunto, éstos resultados y otros previos del laboratorio muestran que los linfocitos T CD4*
de memoria especificos contra T. cruzi productores de IFN-y son mayoritariamente linfocitos
con experiencia antigénica ya que presentan el fenotipo CD27*CD28"CD57 LIR-17, y ademas
al activarse y producir principalmente IFN-y también expresan CTLA-4. Por otro lado, los
linfocitos T CD4 totales de los pacientes infectados contienen niveles anormalmente elevados

de linfocitos totalmente diferenciados (CD27 CD28™ LIR-1%).

El extenso infiltrado T representa uno de los puntos més controvertidos en la enfermedad de
Chagas. En el presente trabajo, mostramos que las células T infiltrantes en el corazén de los
pacientes con enfermedad de Chagas muestran un bajo grado de diferenciacion. Este
descubrimiento cobra importancia porque relaciona lo que se observa en sangre periférica y
con lo observado en el corazén de los pacientes con infeccidén crénica y miocardiopatia de la
enfermedad de Chagas. Previamente hemos demostrado que las células T especificas contra
el T. cruzi presentes en sangre periférica poseen también bajo grado de diferenciacién (i.e.
expresion de CD45R0O, CD27 y CD28, pero no de CD57). Estos resultados sugieren que las
células que son reclutadas al corazén serian células especificas contra el parasito. Al

detectarse la infeccién, es posible que los miocardiocitos produzcan un grupo particular de
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quimioquinas capaces de reclutar especificamente a la subpoblacion de linfocitos T con bajo
grado de diferenciacion, pero no a linfocitos con alto grado de diferenciacién. En este trabajo,
mostramos que los linfocitos T especificos de sangre periférica expresan el receptor inhibitorio
CTLA-4, pero no LIR-1, el cual es capaz de inhibir la respuesta especifica contra el parasito. El
reclutamiento cronico y repetido de estas células TH1 especificas contra el parasito de la
sangre hacia el corazdén podria estar estrechamente relacionado con la disminucion del
namero de linfocitos T especificos contra T. cruzi que se observa en la sangre periférica de
personas con miocardiopatia chagésica severa. Nuestro trabajo es consistente con trabajos
previos que han mostrado una correlacion positiva entre la presencia del parasito (i.e. Paciente
1, de mayor grado de inflamacion, Figura 32 y Tabla 7) y la intensidad del infiltrado inflamatorio

en chagasica myocarditis.? °% %+ 83

Luego de la activacion, los linfocitos con bajo grado de diferenciacion (i.e. los linfocitos T
virgenes y los de memoria central) son capaces de proliferar, y se caracterizan por expresar
CD45R0O, CD27, y no poseer expresion de CD45RA ni de CD57. Cuando estas células
muestran un encuentro reiterado con el antigeno se producen eventos sucesivos de
proliferacion. Esto media el proceso de diferenciacién terminal de los linfocitos T, los cuales
finalmente expresan altos niveles de perforina A, PD-1, CD57 y CD45RA, y carecen expresion
de CD27. En el presente trabajo, hemos evaluado la expresion de CD45R0O, CD27, CD45RA,
CD57 y PD-1 en el corazdn de pacientes cronicamente infectados por T. cruziy con miocarditis
severa. Mediante dicha combinacién de marcadores hemos hallado que los linfocitos T
infiltrantes en el corazon de los pacientes poseen un bajo grado de diferenciacién,
compartiendo el perfil con linfocitos T de memoria central/efectora temprana. Ademas, se
determiné que las células T estarian proliferando in situ y una proporcion importante de las
mismas son linfocitos T CD3"CD8". Dado que la proliferacion luego del estimulo antigénico
esta relacionado con el proceso de diferenciacion, y en el tejido cardiaco no hay linfocitos
altamente diferenciados; es posible que la proliferacion sea homeostatica (i.e. mediado por
citoquinas de la familia IL-7/IL-15) y no debido a estimulo antigénico (i.e. activacion del TCR

por CMH-I/1l-péptido). Otra posibilidad es que la proliferacion sea inducida por antigeno, y que
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luego de activarse pero antes de la diferenciacion terminal, las células T activadas emigren del
tejido cardiaco (funcionando el tejido crénicamente infectado de manera similar a un tejido
linfoide secundario, ver Figura 48 y Figura 49), o que las mismas sufran apoptosis. Dado que
la coexpresién de Caspasa-3 activa y Ki67 no se observé en un gran numero de células
infiltrantes, no podemos corroborar si la muerte inducida por activacién tiene lugar en el tejido
cardiaco. Los argumentos a favor de la hipétesis de que la proliferacién es homeostatica (i.e.
inducida por IL-7) son, la presencia de estructuras linfoides terciarias, las cuales necesitan
presencia de IL-7 para su generacion.'® '*° Estas estructuras fueron observadas sélo en los
pacientes con alto grado de inflamacién (i.e. Pacientes 1, 2, 3 y 4, Tabla 7, Figura 48), es decir,
en los mismos pacientes en que se observé proliferacidén de linfocitos. Por dltimo, la idea de la
proliferacién debido a citoquinas se apoya también en que hay proliferacion de linfocitos T,

pero en ausencia de células T altamente diferenciadas.

También hay argumentos en contra de esta hipétesis, ya que se observd que la proliferacién y
la inflamacidn correlacionaron con la presencia de parasitos por visualizacién directa (Paciente
1) o por PCR®, lo cual sugiere que la activacién inducida por antigeno induciria la proliferacion
de estos linfocitos. Otro punto importante es que la proliferacién estaria principalmente
teniendo lugar en linfocitos T CD4, mientras que la proliferacién en respuesta a IL-7 deberia
inducir la proliferacién tanto a linfocitos T CD8 (tanto o mas, ya que son mas abundantes)
como a linfocitos T CD4. Existe un estudio, en el que aislando células T del corazéon de
pacientes con miocarditis chagésica en presencia IL-2, IL-7 e IL-15, determinaron que las
células T CD4 y en mayor medida las células T CD8 son capaces de proliferar in-vitro. En
dicho estudio, observaron que solamente cuando las células provenientes del corazon fueron
cultivadas en presencia de IL-2 es que se indujo mayor proliferacion de linfocitos T CD4 que de
linfocitos T CD8. Por este motivo, la presencia de la proliferacion de células T CD4 seria
principalmente debido a la estimulacion antigénica de las mismas, probablemente en presencia
de IL-2 y tal vez en menor medida de IL-7."®" 2% Estos resultados favorecen la hipétesis de que
la estimulacion de células T virgenes durante décadas de infeccién podria conducir a una

disminucion de la proporcion de estas células en sangre periférica (Figura 25, Figura 27).'* 16

124



Discusion
Respecto a la muerte celular, si bien no pudimos hacer diversos marcadores, no observamos
coexpresion de Caspasa 3 activa y Ki67, indicando que las células en ciclo celular no estarian
al mismo tiempo entrando en apoptosis; en general se observd baja expresion general de
Caspasa 3 activa en el infiltrado. Si bien este punto deberia ser investigado a fondo, nuestros
resultados sugieren que los linfocitos T que proliferan no inducen apoptosis in-situ, sino que
emigrarian a la sangre periférica. Proponemos que esos linfocitos T con alto grado de
diferenciacién podrian componer parte de la subpoblacién T LIR-1" que se observa aumentada
en sangre periférica. Luego del tratamiento con benznidazol en los pacientes crénicamente
infectados, los linfocitos T CD4°LIR-1" disminuyen, lo cual podria ser explicado por la
eliminacion del parasito y su consecuente disminucion del reclutamiento y activacién de los
linfocitos T en tejidos linfoides secundarios y periféricos (como el corazén, musculo esquelético
y otros). Esto llevaria a una menor generacién de linfocitos T totalmente diferenciados a partir
de linfocitos virgenes y de memoria central (Figura 49). Esto coincide con el hecho de que
luego del tratamiento tripanocida los linfocitos T LIR-1" (siendo virgenes o de memoria central,
Figura 23) aumentan y los linfocitos T CD4*LIR-17 (efectores) disminuyen su porcentaje (Figura

22).

Como mencionamos anteriormente, los sucesivos eventos de exposicién antigénica debido a
la infeccion crdnica con el parasito, podria inducir a una disminucién en el numero total de
células T virgenes y de memoria central en los individuos infectados. Segun nuestro modelo, la
activacién de células T con capacidad de reconocer antigenos del parasito resultaria luego de
anos a décadas, en una disminucién en el repertorio de linfocitos T con TCRs capaces de
reconocer antigenos de T. cruzi de manera eficiente (i.e. con alta capacidad de sefalizacion
del complejo TCR-CD3 al reconocer MCH-péptido). El alto grado de infiltrado linfocitario en el
corazon actuaria como mecanismo compensatorio, ya que debido a las bajas frecuencias (i.e.
porcentaje y numero de células T especificas observada en CMSP) de células T especificas en

pacientes sintomaticos, ' 164 168

el tejido cardiaco infectado deberia reclutar un gran numero
de células T con experiencia antigénica y bajo grado de diferenciacion. Esto garantizaria un

numero total de células especificas suficiente para la deteccion temprana de la mayoria de los
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miocitos infectados. De esta manera el sistema inmune compensaria las bajas frecuencias de

linfocitos T especificos (observados en sangre periférica), logrando también impedir la

replicacién del parasito (Figura 49).

En esta tesis se documenta por primera vez, que un miocardiocito humano infectado en un
contexto fisiolégico, es capaz de reclutar eficientemente cientos de linfocitos T con experiencia
antigénica y con bajo grado de diferenciacion, certificando resultados previos obtenidos en
modelos experimentales.®®' En un trabajo reciente en modelo murino de la infeccion crénica
con T. cruzi, el grupo de Lannes-Vieira determin6 que los linfocitos T CD8*Perforina® (i.e. alto
grado de diferenciacién) producian mayor dafo cardiaco, pero similar control del parasito, que
cuando los linfocitos infiltrantes eran CD8*IFN-y*.?%? Haciendo un paralelismo entre nuestros
resultados y los obtenidos en ese modelo experimental, proponemos que los linfocitos T CD8
observados en los pacientes con miocarditis chagasica crénica (i.e. T-bet* y con bajo grado de
diferenciacion, o sea PD-1"CD57" los cuales que no expresan Perforina ni Granzima B; ver
Figuras 8, 9 y 23B ) serian convenientes para controlar la infeccion generando un limitado

(pero existente) dafo cardiaco.

Sangre Periférica

__________________________
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Figura 49. Modelo de la enfermedad de Chagas. Las cantidades relativas de células en cada
subpoblacién de linfocitos T ilustra la disminucién progresiva de los linfocitos T virgenes y de
memoria central y aumento progresivo de los niveles de células efectoras observados en
sangre periférica. Los circulos con borde rojo ilustran los linfocitos T especificos contra el
parasito. El signo de pregunta (sobre la flecha, G3) indica que se desconoce si los linfocitos
T que son reclutados y activados en el corazédn se diferencian luego en la periferia hacia
efectores o ETD. La disminucién de los linfocitos T LIR-1 luego tratamiento con benznidazol
sugiere que los niveles de linfocitos T ETD estarian relacionados con la infeccién pero no
serian los linfocitos efectores que migran hacia el corazén de los pacientes.

Debido a la falta de compatibilidad entre los anticuerpos anti-CD4 (recuperacion de antigenos
en buffer EDTA, pH=9) y Ki67 (recuperacién de antigenos en buffer citrato, pH=6), no pudimos
confirmar que la mayoria de CD3*Ki67" que mostraron ser CD8Ki67*, eran realmente
linfocitos CD4*Ki67*. Por lo tanto, es altamente probable que las células T CD4 sean inducidos
a proliferar in situ. En contraste con los linfocitos T CD8" (que resultaron muy frecuentes en
zonas con infiltracion moderada y severa), los linfocitos T CD4" fueron mas abundantes en
HPF con los mas altos niveles de miocarditis (Figura 32). Curiosamente, la expresién del factor
de transcripcion maestro de linfocitos TH1, T-bet, se observd principalmente en el nlacleo de
linfocitos en las zonas de alta inflamacién (Figura 45). No hemos podido estudiar el la
expresion marcadores asociados a las células TH17 en la miocarditis chagasica,
principalmente porque no estan comercialmente disponibles anticuerpos contra Ror-yt y/o IL-
17 para muestras de tejidos embebidos en parafina. Sin embargo, como T-bet e IFN-y inhiben
la respuesta TH17°%, y en el corazén de los pacientes se observd presencia de un nimero
elevado de células T-bet*, en ausencia de neutréfilos (cuya migraciéon es inducida por IL-17),
parece improbable que exista una respuesta inmune TH17 caracteristica y que la misma sea
preponderante. Después de la estimulacion antigénica, los linfocitos T virgenes proliferan y se
diferencian en TH1, TH2, TH17, Tregs, TH3, TH9 o THf (linfocitos T colaboradoras foliculares)
en funcién del balance de citoquinas en el tejido linfoide.’™ Por ejemplo, la activacién de las
células T en presencia de IFN-y, induce la activacién de STAT-1, la cual induce la expresion de
T-bet. T-bet a su vez, también es un factor de transcripcion, e induce la expresion del receptor
de IL-12 e inhibe la expresion GATA-3, Ror-yt y FOXP3, los cuales son esenciales para la
diferenciacion hacia TH2, TH17 y Tregs, respectivamente (Figura 5). La presencia de la
proliferacion de las células T y la presencia de células T-bet” en las zonas con alta inflamacion

sugiere que la respuesta preponderante es TH1.
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En trabajos previos, otros autores han reportado la presencia, aunque siempre escasa, de
nidos de amastigotes en el corazén de pacientes con enfermedad de Chagas, los cuales
fueron hallados en ausencia de inflamacién (similar a lo observado en figura 39B). Este hecho
fue interpretado siempre como un indicio de que los miocitos infectados no serian capaces de
ser reconocidos por los linfocitos infiltrantes y por lo tanto no serian las células iniciadoras de
la inflamacién.>® ?* Sin embargo, a partir de lo observado, es posible que la mayoria de los
miocardiocitos infectados sean tempranamente reconocidos por la gran cantidad de linfocitos T
CD8 presentes en el tejido cardiaco. Proponemos que el reconocimiento de la gran mayoria de
los miocitos infectados tendria lugar antes que los mismos presenten un nido de parasitos
observable por contratincién con hematoxilina. Siguiendo esta logica, sélo aquellos miocitos
infectados que no fueran detectados por los linfocitos T CD8 especificos presentes en el
corazon permitirdn la replicacion del parasito. Esto culminaria en la aparicion de grandes nidos
de amastigotes observables por contratincidn de hematoxilina en ausencia de inflamacion,
como ha reportado hasta ahora en la bibliografia.?* ?** La razén por cual algunos miocitos
infectados serian reconocidos (Figura 40, 41) y otros no, es una pregunta interesante que
queda por responder. Este mecanismo propuesto, explicaria también las diferencias existentes
entre el nimero de nidos de parasitos observados (i.e. dos nidos de parasitos observados sélo
en 1 de los 8 pacientes; siendo analizados mas de 150 cortes de tejido, y mas de 1500
campos de alto aumento) y la alta frecuencia de PCR positiva para T. cruzi (i.e. 87%, o0 sea 7
de los 8 pacientes). Los miocitos tempranamente luego de infectados (menos de 24hs) no
serian detectadas por microscopia Optica, pero si por el sistema inmune y mediante la técnica
de PCR. Por dultimo, sélo aquellos miocitos infectados que no fueran reconocidos
tempranamente (i.e. una gran minoria) por los linfocitos T CD8, liberarian una gran cantidad de
tripomastigotes, los cuales serian rapidamente opsonizados por inmunoglobulinas especificas,
eliminados por el complemento y fagocitados por los macrofagos (los cuales estan presentes
tanto en zonas con baja como alta inflamacion) y presentados también hacia linfocitos T CD4*
de perfil TH1. Estos Gltimos son reclutados en grandes cantidades (las mayores proporciones
de CD4", comparables a CD8, se observaron en zonas de alta inflamacion; Figura 32), los

cuales ademas de producir IFN-y, proliferarian in situ. Esto culminaria en la activacion de los
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miocitos y macrofagos a producir sustancias toxicas para el parasito, como oxido nitrico y

especies reactivas del oxigeno, que ademas de eliminar al parasito generan dafio tisular.

Algunos marcadores incluidos en el presente trabajo, tales como PD-1, han sido recientemente
estudiado en el modelo experimental de la infeccién aguda por T. cruzi. En dicho estudio, y en
contraste con lo que observamos en la miocarditis chagésica humana (Figura 37), la gran
mayoria de las células T CD4" y CD8" (i.e. 88% y 98% de las mismas, respectivamente)
mostraron expresién de PD-1 en el corazén de los ratones con infeccién aguda.'® Con el fin
de estimar las similitudes y diferencias entre el modelo de la enfermedad y la enfermedad de
Chagas, un estudio similar para estudiar la expresion de PD-1 y otros marcadores de
diferenciacion de las células T en el tejido cardiaco deberia ser realizado durante la infeccién

cronica por T. cruzi.

La frecuencia de linfocitos T CD8" productores de IFN-y especificos contra antigenos de T.
cruzi varian mucho de un trabajo a otro '®'®° dependiendo principalmente del tipo de
antigeno, el protocolo de cultivo con el estimulo y posiblemente también con la presencia de
reinfecciones con T. cruzi en los individuos, lo cual puede ser el caso si los mismos residen en
zona endémica.'® Estudios previos muestran que los pacientes con sintomatologia severa
presentan elevados niveles basales (i.e. en ausencia de estimulacion antigénica) de linfocitos
T IFN-y* circulantes. Sin embargo, el aumento en sangre periférica, no implica que dichos
linfocitos T productores de IFN-y sean especificos contra el parasito, tampoco indica que los
mismos tengan la capacidad de migrar al corazén y formar parte del infiltrado inflamatorio. En
relacién a ésto, observamos que los pocos linfocitos T con marcacion positiva de IFN-y en
ausencia de estimulaciéon antigénica en sangre periférica, expresaban LIR-1, pero no CTLA-4;
indicando que serian linfocitos T efectores altamente diferenciados (datos no mostrados).
Dado que las células infiltrantes expresan T-bet” pero no CD57 (el cual se coexpresa con LIR-
1), las células productoras de IFN-y de manera constitutiva en sangre periférica no serian
aquellas que migran al corazén para formar parte del infiltrado inflamatorio. Estos resultados
sugieren que los niveles y el fenotipo de la respuesta especifica y las células T de memoria

efectora con bajo grado de diferenciacion, pero no los niveles circulantes de IFN-y, ni las
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células altamente diferencidas, estarian directamente relacionadas con la actividad inflamatoria

en el tejido cardiaco.

Previamente se ha sugerido que los pacientes con infeccién asintomatica por T. cruzi poseen
un elevado porcentaje de linfocitos T regulatorios debido a que se observd un mayor
porcentaje de linfocitos T CD4*CD25*" en este grupo de pacientes.'® Nosotros hemos
observado que el porcentaje de linfocitos T CD4*CD25"" posee una pobre correlacién con el
porcentaje de células CD4"FOXP3* (Figura 29) indicando que la combinacién de CD4 y CD25,
no es indicador preciso del nivel de linfocitos T regulatorios. Como se ha demostrado en
diversos trabajos, el fenotipo de los linfocitos T regulatorios es CD4"CD25"FOXP3*CD1277, y
como se muestra en la figura 26B, los linfocitos Treg se pueden medir tanto como el porcentaje
de CD4'FOXP3'CD25" como el porcentaje de células CD4"CD127"CD25". Al comparar los
porcentajes de linfocitos T regulatorios en los distintos grupos clinicos, no observamos
diferencias significativas. Este resultado descartaria la existencia de una deficiencia detectable
en sangre periférica de linfocitos T regulatorios en los pacientes con el grado mas severo de la
enfermedad. No so6lo observamos que no existe una deficiencia en el numero de linfocitos
Tregs sino que también los mismos serian capaces de migran (en bajas proporciones) a las
zonas de mayor inflamacion (Figura 46). Esto evidencia que las Tregs de los pacientes en los
estadios més avanzados de la enfermedad conservarian su capacidad de migrar a las zonas
del tejido dénde estas células fueran reclutadas. Nuestra interpretacién de estos datos es que
si hubieran mayores niveles de linfocitos T regulatorios inhibiendo la respuesta anti parasitaria,

también terminarian habiendo mas parasitos en el tejido; lo cual potenciaria la inflamacion.

El porcentaje de linfocitos T CD4"FOXP3* en individuos sanos es aproximadamente del 5%
121"y las medianas de los valores de los niveles de CD4*CD25"" y CD4*CD25'FOXP3* en los

grupos de individuos sanos e infectados estudiados en los trabajos de Araujo'? y Vitelli-Alvear

153, 154 154)

no superan el 2% (salvo un grupo asintomatico en trabajo de Vitelli-Alvear et al, 3,8%
de los linfocitos T CD4". En el trabajo de Fortes de Araujo et al. se observa que luego de
realizar estimulacién con antigenos del parasito aumenta el porcentaje de linfocitos T

CD4*CD25" con el fenotipo CTLA-4*, CD40L*, CD69*, CD54*, CD62L", IL-10R™"** asumiendo
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que dichas células serian Tregs y no evallan si se trata de células T de memoria especificas,

recientemente activadas y productoras de IFN-y.

Un trabajo recientemente publicado, postula que la presencia de células FOXP3" estaria
asociada a ausencia de inflamacion en el corazon de los pacientes con enfermedad de Chagas
crénica.'™ Para ver si ese es el caso en nuestro grupo de pacientes, se prosiguié a medir el
porcentaje de células FOXP3* en funcién de la magnitud del infiltrado inflamatorio. Nosotros
observamos Tregs sélo en zonas altamente inflamadas (Figura 46), razén por la cual creemos
que el rol de las Tregs en el tejido cardiaco estaria mas relacionado a la etapa de resolucion y

no tanto a la prevencién de la activacién, como sugieren otros autores. ' 2%°

En contraste con T-bet, la expresion FOXP3 es constitutiva en las células T regulatorias
naturales, aunque el mismo puede ser inducido en linfocitos T CD4 virgenes. Luego de la
activacion antigénica en presencia de TGF- y la IL-2, los linfocitos que inducen la expresién
de FOXPS3, son denominados linfocitos T regulatorios inducidos (iTregs). Informes recientes
sugieren que las células T regulatorias (FOXP3") estan ausentes en la miocarditis de la
enfermedad de Chagas y que pueden ser encontradas sélo en las regiones peri-vasculares, y
que los niveles reducidos de estas células en la sangre periférica puede ser la causa principal
de una hiperactivacion autoinmune severa en el corazén."®'** Sin embargo, dado que no
observamos Tregs en ausencia de inflamacién, y que la inflamaciéon correlaciona con la
presencia del parasito; nosotros creemos que mas células Tregs no son reclutadas, porque el
sistema inmune se encuentra intentando erradicar la infeccion. De la misma manera que esos
autores, consideramos que la respuesta inmune cronica contra el parasito también puede
inducir la acumulacién de dano tisular y fibrosis. Sin embargo creemos que para solucionar la
inflamacién no hay que inhibir el sistema inmune, sino que hay que eliminar al parasito. Sin
embargo, consideramos que la respuesta inmune crénica contra el parasito también puede

inducir la acumulacién de dano tisular y fibrosis.

Como se observa en la Figura 28, observamos que, un subconjunto de células T
significativamente disminuido en sangre periférica de pacientes infectados coincide con el

fenotipo de las células infiltrantes del corazén durante Chagas miocarditis. Esto sugiere que la
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actividad de la enfermedad y el reclutamiento de este subconjunto de células T podrian ser
medidos en sangre periférica. Los niveles de esta subpoblacién de células T representan un

buen candidato como marcador subrogante de la eliminacion del parasito y por lo tanto de

eficacia del tratamiento.

En los ultimos anos se han logrado grandes avances en la comprension de la biologia de las
células T y su rol en la inmunidad viral y bacteriana, sin embargo se conoce menos sobre la
combinacién correcta de funciones efectoras que logran la eliminacién mas eficiente de un
protozoo intracitoplasmatico, tal como T. cruzi. Es necesario comprender qué perfil de
respuesta inmunoldgica resulta en el mejor equilibrio entre, la eliminacion del parasito y el
dano tisular. Este conocimiento fundamental nos permitirda desarrollar estrategias racionales
para estimular correctamente el sistema inmune contra el parasito y asi prevenir la cardiopatia

chagasica croénica.
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